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Fermentative Estersynthese des Cholesterins. 


Von 
S. W. Nedswedski. 


(Aus dem Laboratorium fiir anorganische Chemie des I. Medizin. Instituts in Leningrad.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1935.) 


Ks gibt eine ganze Reihe systematischer Untersuchungen 
iiber die synthetische Wirkung der Lipasen. Die Versuchs- 
bedingungen waren aber ganz unphysiologische, da die fermen- 
tative Veresterung in organischen Lisungsmitteln verlief. Fabisch!) 
gelang es, in waBriger Lésung die Ester der héheren Fettsiuren 
mit Cetyl- und Amylalkohol und Glycerin zu erhalten. Die in 
Wasser nicht léslichen Reaktionsteilnehmer wurden kolloidal 
emulgiert. Fabisch fand, in Ubereinstimmung mit Willstatter®), 
daB Cholesterin hemmt, und folgerte daraus: ,,Damit iiberein- 
stimmend war es auch unmdglich, das Cholesterin in wiabriger 
Emulsion mit Olsiure fermentativ zu verestern.“ 

Wenn dem so ist, erhebt sich die weitere iuferst wichtige 
biochemische Frage: auf welche Weise vollzieht sich die Synthese 
der Ester von Cholesterin und den héheren Fettsiuren im Tier- 
kérper ? 

Bei dem groBen Umfang solcher Veresterungen untersuchten 
wir diese Frage erneut, und versuchten die Bedingungen fest- 
zustellen, unter denen eine solche Synthese sich ausfiihren lieBe. 
So gelang es, die Cholesterinester der Palmitin-, Olein- und 
Stearinsiure zu erhalten, wobei sich, wie weiterhin ersichtlich, 


| eine eigentiimliche Rolle der Gallensiiuresalze herausstellte. 


Versuche, 


Die Cholesterinester der Palmitin-, Stearin- und Oleinsiure 
wurden in waBriger Lésung durch Pankreaslipase und eine Kolloid- 
lésung der Reaktionsteilnehmer im Brutschrank bei 32—36° im 
Laufe von 10—20 Tagen erhalten. 





') Fabisch, Biochem. Z. 259, 420 (1933). 
*) Willstatter u. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 125, 182 (1923). 
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Methodisches. Die Kolloidlésung von Cholesterin und Fettsiiure 
wurde auf folgende Weise zubereitet: 200 ccm einer etwa '/,°/,igen wiBrigen 
Lésung des Natriumsalzes der Fettsiiure, deren Ester zu gewinnen war, 
wurde im Wasserbad in einem Kolben unter mechanischem Riihren bis 
auf 56° erwirmt. Dann wurden 8g Cholesterin und 3g Fettsiure, in 
einer méglichst geringen Menge Aceton gelést, dazugegeben und das 
Reaktionsgemisch kriftig gemischt. Wenn unter fortwihrendem Riihren 
und Erwirmen das Aceton véllig entfernt war, wurde die Lésung abgekiihlt 
und mit Wasser bis zum anfinglichen Volumen aufgefillt; sie wurde in 
4 GlasgefiBe mit geschliffenen Stépseln abgegossen, in denen die Synthese 
stattfand. Die auf solche Weise erhaltene Kolloidlésung von Cholesterin 
und Palmitin- und Stearinsiiure erwies sich als geniigend resistent, so dab 
sie zum SchluB der Reaktion nur in seltenen Ausnahmefiillen koaguliert 
war. Weniger resistent war die Lésung von Cholesterin und Oleinsiure, 


Das Lipasepriiparat wurde nach Willstitter aus der Bauchspeichel- 
driise des Schweines gewonnen und in Form eines Pulvers bei der Reaktion 
verwandt. 

Das glykocholsaure Natrium wurde durch Lésung von Glykocholsiiure 


in einer fquivalenten Menge NaOH erhalten. CaCl, kam in Form einer 


Lésung zur Anwendung. 
Zur Konservierung diente Toluol. 


Zum Nachweis des erhaltenen Esters wurde der Inhalt des Glas- 
gefiBes nach AbschluB der Reaktion in einem Scheidetrichter mit H,SO, 
angesiiuert und mehrfach mit Ather extrahiert. Der Riickstand des mit 
Na,SO, getrockneten Atherauszugs wurde gewohnlich aus einer Mischung 
von Alkohol und Ather umkrystallisiert. Da die Cholesterinester in Alkohol 
schwer ldéslich sind, enthielt bereits die erste Krystallfraktion fast die ganze 
Menge des gewonnenen Esters in ziemlich reinem Zustand. Die Krystalli- 
sierung des Oleinesters war etwas schwieriger. 


Ergebnisse. In der Kolloidlésung von Cholesterin mit Palmitin- 
siiure (Probe 1—4), Stearinsiiure (Probe 5—8) und Oleinsiure 
(9—12) enthielt jede Probe 0,75 g Cholesterin, 0,75 g Fettsiure, 
0,25 g fettsaures Natrium, 1 g Pankreaspulver und, wie aus der 
Tab. I ersichtlich ist, CaCl,, glykocholsaures Natrium und Toluol; 
das Volum 55 ccm. Dauer der Versuche mit Palmitinsiure 
20 Tage, mit Stearin- und Oleinsiiure 10 Tage. Jeden Tag wurden 
diese Proben 1 Minute lang geschiittelt. 

Zum Beweis, daB die erhaltenen Substanzen in der Tat 
Cholesterinester sind, wurden sie umkrystallisiert und analysiert. 
Die Reaktion nach Liebermann-Burchard und Salkowski 
positiv. Durch Digitonin wurden sie nicht gefiallt. 


Cholestery!palmitat. Schmelzp. 79°. 
0,1061 g Subst.: 0,8223 g CO,, 0,1165 g H,0. 
C,,H,,0, (624,6) Ber. C 82,61 H 12,26 Gef. C 82,84 H 12,29. 
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Fermentative Estersynthese des Cholesterins. 


Cholesterylstearat. Schmelzp. 82,5°. 


0,1029 g Subst.: 0,3122 g CO,, 0,1162 g H,0O. 
C,,H, 0, (652,6) Ber. C 82,74 H 12,36 Gef. C 82,75 H 12,63. 


Cholesteryloleat. Schmelzp. 46—47° 
0,1066 g Subst.: 0,3254 g CO,, 0,1178 g H,0. 
C,,H,.0, (650,6) Ber. C 83,00 H 12,09 Gef. C 83,25 H 12,36. 














Tabelle I. 
o},, f wo] g Ca a Te wie 
Sis ™] & 2 Cholesterinester erhalten mit 
P wo) =| Py ena idee a ee ee 
reg et 5 5 Palmitinsiure | Stearinsiiure | Oleinsiiure 
7 4 fe . . i) | | | 4 i Se. core st ee 
CirPsiois Schmp. | | |Schmp. | | 9) | Sehmp. 
et 8 sl Sa a HD 
1 | 0,3 | 30 | — }1,1 | 90,8; 78-79 | 
2 | — | 30 | 1 |0,02' 1,7! 77-78 
3 | 03 | 30 | 1 10,9 | 74,4! 78-79 
41 0,3 | — | 1 |0,85/70,0) 79 | 
5 0,3 10 | — 0,4 31,5; 82 
6 — 10 1 0;o;— 
7103 | 10] 1 E 0,45 85,4 81-82 | 
8103 | — | 1 | | 0,5 39,3 80-81 | | | 
9 | 0,3 | 50 | — | | | (0,45 / 35,7) 40-41 
10 — 50 1 | | | 0 o;- 
11 | 03 | 50 | 1 10,5 |39,7| 40-41 
mie@sei — Ff 1 (0,65 | 47,6) 41-44 














*) An Cholesterin berechnet. 


Wie aus den angefiihrten Daten ersichtlich ist, kann man 
als einwandfrei bewiesen halten, daB sich in wiBriger Lésung 
unter der EKinwirkung des Lipasepriparates Cholesterin mit den 
héheren Fettsiuren (Palmitin-, Stearin- und Oleinsiure) verestert 
hat. Weiter wurde jedoch festgestellt, daB diese fermentative 
Cholesterinestersynthese praktisch nur bei Gegenwart von Salzen 
der Glykocholsiiure zustande kommt, wihrend ohne letztere die 
Synthese sich fuBerst langsam vollzieht. Besonders muf hier 
hervorgehoben werden, daB diese Wirkung ausschlieBlich der 
Glykocholsiure zukommt und durch keine andere Kinwirkung 
erklirt werden kann. In der Tat wurde ja bei jedem Versuch 
die gleiche Kolloidlésung von Cholesterin und einer Fettsiure 
hergestellt; diese wurde in gleiche Teile geteilt und jedem Teil 
darauf gleiche Mengen von Pankreaspulver, Toluol und ein und 
derselben Lisung von CaCl, hinzugefiigt. Auf diese Weise waren 
alle Proben einer Versuchsreihe vollkommen gleich zusammen- 
6* 
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gesetzt und unterschieden sich voneinander nur durch die Ap. 
wesenheit oder Abwesenheit von glykocholsaurem Natrium, dessen 
chemische Reinheit ebenfalls sicher stand. Was die Kinwirkung 
von CaCl, und Toluol auf die Synthese anbetrifft, so war dieselbe 
bei den zu der Reaktion verwandten Konzentrationen jedenfalls 
unbedeutend, wenn iiberhaupt vorhanden, im Vergleich zu der 
Wirkung, die seitens der Glykocholsiiure ausgeiibt wurde’). 


Wirkung der Salze anderer Gallensduren. 


Da die fermentative Synthese der Cholesterinester praktisch 
nur bei Gegenwart von glykocholsaurem Natrium verlief, unter- 
suchten wir auch die Salze anderer Gallensiiuren. Die Versuche 
wurden wie die obigen durchgefiihrt. In jeder Probe: 0,75 ¢ 
Cholesterin, 0,6 g Palmitinsiure oder 0,75 g Stearinsiiure, 1 ¢ 
Pankreaspulver, 1 ccm Toluol und gallensaures Natrium. Das 
Volumen 55 ccm. Dauer der Versuche 15 Tage. Die Ergebnisse 
sind in Tab. II angefiihrt. 
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Tabelle II. 

S]s™ls™Mle Cholesterinester erhalten mit 
27/58 1/4.48 1 2 wo ea ann 

Her] S 8 cm Palmitinsiure Stearinsiure 

AIH EL Eel ss i gr egy ree 

—s a Schmp. | Schmp. 

S 0 5 ie a) 5 | ‘lo ‘ P us "lo | ‘ 
1/03]/— |— | 05 | 41,0 | 77-78 | 0,55 | 44,8 | 81-92 
4 = Bae we 0 | 0 én 0 . i = 
s}/—/os|]— | o4 | s28 18 0,4 | 32,3 | 81-82 
4 03 1 055 | 45 | 78 06 | 484 | 81-82 

















Wie aus der Tab. II ersichtlich ist, besitzen die Salze der 
Taurochol- und Cholsiure dieselbe Wirkung auf die fermentative 
Synthese der Cholesterinester wie die Salze der Glykocholsiure, 
d. h. sie steigern in hohem Mafe die Schnelligkeit dieser Reaktion. 





) Bei grobkérnigem Pankreaspulver fand in Abwesenheit von Toluol 
Fiaulnis statt und es sank die Ausbeute an Cholesterinester. 
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Beeinflussung des freien Blutarginins 
durch Arginaseaktivatoren. 
Von 
Max Reiss, F. Fleischmann und L. Schwarz. 
Mit 2 (zus. 9) Figuren im Text. 





(Aus dem Institut fiir allgem. u. experiment. Pathologie der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juli 1935.) 


I. 

In einer vorangehenden Arbeit haben wir’) auf die Senkungen 
des freien Blutarginins beim Bestehen von gesteigerten Wachs- 
tumsvorgiingen im Kérper hingewiesen. Es hatte sich gezeigt, 
daB der freie Blutarginingehalt beim schwangeren Kaninchen etwa 
vom 15. Tage der Schwangerschaft an wihrend des Fortbestehens 
der Schwangerschaft und der des mit Brown-Pierce-Carcinom 
geimpiten Kaninchens etwa 15 Tage nach erfolgter Impfung bei 
weiterem Wachstum des Tumors deutlich zu sinken begann. Zur 
Analyse dieses Verhaltens haben wir nun zunichst die Wirkung von 
Arginase-Aktivatoren auf den freien Blutarginingehalt untersucht. 


| Die bisherigen Untersuchungen iiber Arginase-Aktivatoren wurden 


immer in vitro durchgefiihrt, unter Bedingungen also, die in den 


_ yerschiedensten Richtungen (Pufferung, kolloide Begleitstoffe, Redox- 


potential, Metallionen usw.) den beim lebenden Tier gegebenen 
Verhiltnissen nicht entsprechen. Uber die Wirkung von Arginase- 
Aktivatoren auf das Blutarginin selbst liegen unseres Wissens 
keinerlei Untersuchungen vor. 


Salaskin und Solowjew?”) haben festgestellt, daB die Arginase durch 


Cystein aktiviert wird; die Wirkung bleibt bei Sauerstoffdurchstrémung aus. 
' Ferner haben sie gefunden, da8 die Aktivierung der Arginase im allgemeinen 


durch komplexe Systeme von Sulfhydrylverbindung und Schwermetall (Eisen, 
Kupfer) bewirkt wird’). Diese Erscheinung hat S. Edlbacher‘) auf eine 
Reduktion des Enzyms zuriickzufiihren versucht, jedoch ohne geniigende 
Beriicksichtigung der Rolle des Schwermetalles. Denn dieses ist bei der 
Aktivierung selbst entscheidend beteiligt. Nach Waldschmidt- Leitz‘) 
bedarf es zur Aktivierung der Arginase eines in Gegenwart des Enzyms 
ablaufenden Oxydoreduktionsvorganges, mit welchem jene energetisch 
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gekoppelt erscheint. Nach Klein und Ziese®) verhilt sich gereinigte Arginase 
anders als das Rohpriparat. Gereinigte Arginase wird durch Oxydationg. 
mittel aktiviert, wihrend die ungereinigte Arginase durch reduzierende 
Systeme, wie Cystein-Ferrosalz, aktiviert wird. Karrer und Zehender’) 
haben ferner, die Beeinflussung der Arginasewirkung durch Ferro- und 
Ferrisalz, Cystein, Ascorbinsiure und Ascorbinsiure-Kisen eingehend 
studiert. 

Wie wir sehen, ist die Arginaseaktivierung auch in vitro 
ein ziemlich komplizierter Vorgang und diirfte sich in vivo noch 
komplizierter gestalten. Wir wollen uns deshalb in diesen Ver. 
suchen lediglich damit begniigen, T'atsachen mitzuteilen, ohne auf 
den Mechanismus der Arginaseaktivierung selbst niher einzu- 


gehen. 
I. 


Zur Bestimmung des freien Blutarginins bedienten wir uns 
desselben Verfahrens wie in der vorangehenden Arbeit. Wir 
verwendeten durchweg Kaninchen, die die ganze Zeit mit Hafer 
und Griinfutter gefiittert, 12 Stunden vor der ersten Blutentnahme 
niichtern gelassen wurden. Die von uns untersuchten Substanzen 
wurden durchweg intravenés verabreicht, mit Ausnahme von Ferri- 
chlorid und Manganosulfat, die subcutan gegeben wurden. 

Kine notwendige Vorbedingung fiir die Durchfiihrung unserer 
Untersuchungen war die Feststellung der im Laufe eines Tages 
vorkommenden Schwankungen des freien Blutarginins bei un- 
behandelten Tieren; an ihnen wurden nur die iiblichen ebenso 
wie bei den behandelten Tieren durchgefiihrten Blutentnahmen 
gemacht, sie wurden aber sonst in keiner anderen Weise be- 
handelt. Es zeigte sich, daB hierbei die Schwankungen nur sehr 
geringfiigige waren (+5°/,) Derartige Normalkurven des freien 
Blutarginins sind in Fig. la angefiihrt. 

IIT. 

Wir haben den Einflu8 folgender Substanzen auf den freien 
Blutarginingehalt geprift: Ferrochlorid, Glutathion, Cystein, 
Ascorbinsiure*). Die Art der Wirkung dieser Substanzen ist in 
Fig. 1 dargestellt. Véllig iibereinstimmend lésen alle die genannten 
Substanzen bereits kurze Zeit nach der intravenésen Injektion 


eine deutliche Senkung des freien Blutarginins aus, die, haufig 
innerhalb der ersten Stunde sichtbar, ihren Tiefpunkt schon nach 


*) Cystein, Glutathion und Ascorbinséure wurden uns in liebens- 
wiirdiger Weise von der Fa. Hoffmann-La Roche zur Verfiigung gestellt. 
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einer Stunde erreicht hat. Die Werte steigen dann bei den von 
uns verwendeten Dosen allmihlich wieder zum Normalwert an, 
der, wie aus Fig. la,b,d,f ersichtlich, schon nach 2—4 Stunden 


erreicht sein kann. 


unbehandelte Kontrollen 
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Fig. 1. 


In einigen wenigen Versuchen haben wir auch subcutan 
toxisch hohe Dosen von Manganosulfat und Ferrichlorid zu- 
cefiihrt; auch diese Substanzen bewirken eine Senkung des freien 


Blutarginins (Fig. 1 e). 


Mit Riicksicht auf die in in vitro-Versuchen gemachten Er- 





einer Steigerung der Arginase-Aktivierung durch 
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Zusatz von Kisen bzw. Kupfer zu Cystein, Glutathion oder Ascorbin- 
siure haben wir gleichfalls Cystein + Ferrochlorid, Glutathion 
+ Ferrochlorid und Ascorbinsdiure + Ferrochlorid teils in einer 
Spritze gemischt, teils knapp hintereinander injiziert, beob- 
achteten aber in vivo im Gegensatz zu den in vitro-Versuchen 
keine oder eine nur duBerst geringe Verstirkung der Wirkung 
(Fig. la,c,d,f; vgl. weiter Tab. 1). 

















Maximale Senkung des freien 
Art und Menge der applizierten Substanz | Blutarginins in Prozenten bei 
Normaltieren 

60 mg Ferrochlorid 22,7 
100 mg Glutathion 19,1 
200 mg Glutathion 29,5 
100 mg Glutathion + 60 mg Ferrochlorid 12,2 
200 mg Cystein 15,5 
300 mg Cystein 23,0 
200 mg Cystein + 60 mg Ferrochlorid 25,0 
200 mg Ascorbinsaéure 28,9 
200 mg Ascorbinsiure +60 mg Ferrochlorid 33,4 
400 mg Ascorbinsiure 20,1 
400 mg Ascorbinsiure +60 mg Ferrochlorid 23,2 
1 cem n-Ferrichlorid 21,4 
20 ccm m/2 Manganosulfat 30,0 


rv. 


In einer weiteren Versuchsserie haben wir nun untersucht, 
wie die Zufuhr der Arginaseaktivatoren auf den freien Blut- 
arginingehalt von tumortragenden und schwangeren’ Kaninchen 
wirkt. Applizierten wir Ferrochlorid an Tumortiere, die, vor 
etwa zehn Tagen geimpft, den noch normalen und nicht ge- 
senkten Blutarginingehalt aufwiesen, so zeigte sich bei diesen 
Tieren eine wesentlich stirkere Senkung des freien Blutarginins 
als bei den normalen Tieren. In Fig.2a sind die entsprechenden 
Blutargininkurven eingetragen. In Fig.2b sind die Durchschnitts- 
werte der auf Prozente umgerechneten Senkung der Normaltiere 
und Tumortiere eingetragen. Wihrend die Blutargininsenkung 
bei den Normaltieren im Durchschnitt 18°/, betrug, betrug sie 
bei den T'umortieren, die die gleiche Dosis Ferrochlorid bekommen 
hatten, 34°/,. Ein ahnliches Verhalten zeigte auch die Unter- 
suchung eines schwangeren Tieres (Fig. 2a). 

In einem spiteren Stadium, in dem der Tumor bzw. die 
Schwangerschaft weiter entwickelt war und daher der normale 
Blutarginingehalt schon zu sinken begann, konnten wir diesen 
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Reaktionsunterschied bei Zufuhr von Ferrochlorid, Glutathion, 
Ascorbinséiure nicht mehr so deutlich beobachten (Fig. 2c). 
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DaB in den vorliegenden Versuchen nach Zufuhr von 
Arginaseaktivatoren der freie Blutarginingehalt sinkt, laBt sich 
wohl nur damit erkliren, daB unter dem EKinfluB dieser Sub- 
stanzen die Arginasetitigkeit in Blut und Geweben gesteigert 
wird und dementsprechend der Zuflu8 an Arginin abnimmt und 
also auch der Arginingehalt des Blutes absinkt. DaB hierbei 
die Kombination der Aktivatoren mit dem Ferro-Metallion keine 
wesentliche Verstiirkung der Wirkung ergibt, kann nicht wunder- 
nehmen, da ja Eisen schon an und fiir sich in geniigender Menge 
im Organismus vorhanden ist, so daB schon primir fiir die Wir- 
kung des Glutathions und der anderen Stoffe optimale Bedin- 
gungen vorliegen. 

Die Tatsache, daB Ferrochlorid im Friihstadium des Tumor- 
wachstums und der Schwangerschaft das Blutarginin wesentlich 
stirker senkt, kann zwanglos damit in Zusammenhang gebracht 
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werden, daB gleichzeitig mit den Wachstumsvorgingen eine Zu. 
nahme der Arginasemenge stattfindet, die vorliufig sich offenbar 
nicht in vollaktivem Zustand befindet. Deshalb sehen wir um 
diese Zeit auch noch keine spontane Senkung des normaley 
Argininspiegels. Diese tritt erst in spiteren Stadien ein, offenbar 
zu einer Zeit, in der die im Kérper vermehrt gebildete Arginase 
aktiviert wird, so daB auch die weitere Zufuhr von Aktivatoren 
keine stiirkere Senkung des Blutarginingehaltes auslésen kann als 
beim normalen Tier. Wir kénnen wohl annehmen, daB in jenem 
Zeitpunkt, in dem das Blutarginin bei Tumor- bzw. schwangeren 
Tieren maximal gesenkt ist, auch die Arginase unter den ge- 
gebenen physiologischen Bedingungen sich im fast vollaktiven 
Zustande befindet. Es besteht auch die Méglichkeit, daB die 
Aktivierbarkeit von Tumorarginase im Anfangsstadium des Tumor- 
wachstums eine viel stirkere ist als die von normalen Organen. 
S. Edlbacher‘) hat nimlich in vitro die Feststellung gemacht, 
daB die Aktivierbarkeit der Tumorarginase eine viel gréfere ist 
als die von normalen Organen. 

Auf diese Weise méchten wir auch die in unserer friheren 
Arbeit aufgeworfene Frage nach der Ursache der Blutarginin- 
senkung bei Wachstumsvorgiingen beantworten. 


VI. Zusammenfassung. 


Zufuhr von Arginaseaktivatoren wie Ferrochlorid, Gluta- 
thion, Cystein und Ascorbinsiure fiibrt zu einer Senkung des 
freien Blutarginins. Bei mit Brown-Pierce-Carcinom geimpften 
Kaninchen senken diese Substanzen zu einer Zeit, wo der Blut- 
arginingehalt noch normal ist, das Blutarginin viel stiirker als 
beim normalen Kontrolltier. 
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Uber die krebserregende Wirkung 
aromatischer Kohlenwasserstoffe. 
Von 
0. Sehiirch und A. Winterstein. 


Mit 7 Figuren auf Tafel I und IT. 


(Aus der Chirurgischen Univ.-Klinik Ziirich und dem Kaiser-Wilhelm Institut 
fiir medizinische Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1935.) 





Nachdem Bloch und Widmer gezeigt hatten, daB das krebs- 
erregende Agens des Steinkohlenteers unter den héher molekularen 
aromatischen Kohlenwasserstoffen zu suchen ist, vergingen mehr 
als 10 Jahre, bis es J. W. Cook, C. L. Hewett und I. Hieger 
gelang, einen carcinogenen Kohlenwasserstoff in reiner Form aus 
Steinkohlenteer zu isolieren und ihn als 3,4-Benzpyren*) zu 
identifizieren. Wir verdanken E. L. Kennaway, J. W. Cook 
und Mitarbeitern eine tiefergriindige Erkenntnis iiber die Be- 
ziehungen zwischen der Konstitution aromatischer Kohlenwasser- 
stoffe und ihrer krebserregenden Wirkung. Von 140 bis jetzt auf 
ihre carcinogene Wirkung gepriiften Kohlenwasserstoffen lassen 
sich 69 vom 1,2-Benz-anthracen (I) ableiten, von denen 25 mehr 
oder weniger stark krebserregend wirken. Von den 71, nicht vom 
1,2-Benz-anthracen ableitbaren Verbindungen erwiesen sich 65 voll- 
stindig inaktiv, weitere 5 waren sehr schwach wirksam und nur 
das 8,4-Benzphenanthren besaB eine ausgepragtere carcinogene 
Wirkung. Alle bis jetzt bekannten carcinogenen Kohlenwasser- 
stoffe enthalten das Phenanthrenskelett und lassen sich mit wenig 
Ausnahmen vom 1,2-Benzanthracen ableiten, z. B.: 


*) Zur Nomenklatur vgl. A. Winterstein, H. Vetter u. K. Sch6n, 
Ber. chem. Ges. 68, 1079 (1935). Das 3,4-Benzpyren der deutschen Literatur 
ist identisch mit dem 1,2-Benzpyren der englischen und amerikanischen 
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Schon verhialtnismaifig geringfiigige Anderungen in der Kon- 
stitution dieser Verbindungen kénnen einen sehr erheblichen Hin- 
flu8 auf ihre Aktivitét ausiiben. 1,2-Benz-anthracen ist nach den 
Befunden der englischen Forscher, die wir bestitigen konnten, 
nur in sehr geringem Mae krebserregend, wahrend die Hinfithrung 
von Substituenten, z. B. Methylgruppen, in 5- oder 6-Stellung (II, 
ITT) oder in beiden zu erheblicher Aktivitatssteigerung fihrt. Um- 
gekehrt bedingt nach den Untersuchungen von Cook die Ein- 
fiihrung einer Methylgruppe in das sehr wirksame 1,2,5,6-Dibenz- 
anthracen sowie nach unseren Untersuchungen die Hinfiihrung 
einer Methylgruppe in das 3,4-Benzpyren erhebliche Aktivitats- 
verminderung oder Aktivitiatsverlust. 

Der experimentellen Krebserzeugung durch chemisch genau 
definierte Substanzen kommt fiir die Krebsforschung gro8e theo- 
retische und praktische Bedeutung zu. Es ergibt sich die Méglich- 
keit, bei Arbeiten mit experimentellen Tumoren wenigstens die 
krebserregende Noxe gleichmafig und genau definiert zu beniitzen. 
Solche Versuche lassen eher Vergleiche zu als z. B. die bisherigen 
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Untersuchungen mit Steinkohlenteer, der je nach der Herkunft ver- 
schieden aktiv ist. Untersuchungen, die das Studium der Ent- 
stehungsbedingungen von Krebs bezwecken, waren bis jetzt fast 
ausnahmslos auf die sogenannten Impftumoren angewiesen oder 
auf Reiztumoren, die meist mit Steinkohlenteer erzeugt waren. 
Gegen die Impftumoren kann man grundsitzliche Einwinde er- 
heben und die damit angestellten Experimente lassen Vergleiche 
mit den bésartigen Geschwiilsten beim Menschen nicht ohne 
weiteres Zu. 

3ei der experimentellen Erzeugung von Carcinom durch 
Steinkohlenteer begegnet man in der Regel groBen Schwierigkeiten. 
Kinerseits schwankt die krebserregende Wirkung verschiedener 
Steinkohlenteerpriparate innerhalb weiter Grenzen, andererseits 
fiihren auch gut wirksame Teere meist nur in kleinen Prozent- 


sitzen — bezogen auf die Gesamtzahl der in Versuch gesetzten 
Tiere — zu Carcinom. Allgemeinschidigungen der Tiere und 


damit verbundene Infektionen nach Applikation von Steinkohlen- 
teer bedingen eine stark schwankende, oft sehr erhebliche Mortalitat 
unter den Versuchstieren. Durch die Verwendung einheitlicher, 
krebserregender Agentien lassen sich diese Schwierigkeiten wenig- 
stens zum Teil tiberwinden. 

In qualitativer Hinsicht sind bis jetzt die Angaben verschiedener 
Autoren beziiglich der krebserregenden Wirkung des 3,4-Benzpyrens 
iibereinstimmend. In quantitativer Hinsicht bestehen aber noch 
Unklarheiten, z.B. in bezug auf die Zeitdauer, die zur Bildung 
ees Carcinoms bei Applikation von 3,4-Benzpyren erforderlich 
ist, ferner in bezug auf die Haufigkeit, mit der Krebs entsteht, sowie 
Innsichtlich der Konzentration der anzuwendenden Benzpyren- 
losungen. Ferner fehlen noch eingehende pathologisch-anatomische 
Vergleiche zwischen Tumoren, die mit 3,4-Benzpyren erzeugt sind, 
und den bekannten Reiztumoren, sowie den Teercarcinomen. 

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen iiber die 
krebserregende Wirkung von Teeren und Pechen (Schiirch und 
Winterstein), sowie iiber die chromatographische Trennung und 
teindarstellung aromatischer Kohlenwasserstoffe (Winterstein, 
Vetter und Sch6n) ergab sich uns fiir die vorliegende Arbeit 
folgende Fragestellung: 

1. Inwieweit unterscheidet sich das von uns auf chromato- 
graphischem Wege gereinigte 3,4-Benzpyren in seimer krebs- 
erregenden Wirkung von demjenigen Cooks und von demjenigen 
von Maisin und Liégeois? 
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2. Ist die krebserregende Wirkung des 3,4-Benzpyrens streng 
spezifisch oder kénnen gewisse Verinderungen am Molekiil vor- 
genommen werden, ohne da die Wirkung verloren geht ? 

3. Ist das in den Handelspraiparaten von Chrysen enthaltene 
1,2-Benzcarbazol fiir die von Twort und Fulton beobachtete 
krebserregende Wirkung verantwortlich zu machen? 

4. Ist 3,4-Benzpyren geeignet, experimentelle Tumoren zu 
erzeugen, die zu weiteren pathologisch-anatomischen und _ thera- 
peutischen Versuchen verwendet werden kénnen? 


3,4-Benzpyren. 


Das 3,4-Benzpyren ist von allen bis jetzt beschriebenen Ver- 
bindungen die geeignetste zur Erzeugung von Tumoren in gréBeren 
Versuchsreihen. Die von Cook und Mitarbeitern beschriebene 
Synthese dieses Kohlenwasserstoffs konnte durch Winterstein, 
Vetter und Schén sowie durch Fieser so weit verbessert werden, 
daB die Verbindung leicht in reinster Form in grofen Mengen 
erhaltlich ist. Beziiglich seiner krebserregenden Wirkung ist es 
dem Methyl-cholanthren, das allerdings schwerer zuginglich ist, 
unterlegen. Das leichter zugiangliche 1,2,5,6-Dibenz-anthracen ist 
zur experimentellen Erzeugung von T'umoren wenig geeignet, da 
es nach iibereinstimmenden Angaben von Cook und Mitarbeitern, 
Maisin und Liégeois sowie nach unsern eigenen Erfahrungen 
wesentlich weniger wirksam ist als 3,4-Benzpyren: mit 1,2,5,6-Di- 
benzanthracen entwickeln sich die T'umoren erst nach etwa doppelt 
so langer Applikation als mit 3,4-Benzpyren. 

Das fiir unsere Versuche verwendete 3,4-Benzpyren war 
synthetisch gewonnen und auf chromatographischem Wege sorg- 
faltig geremigt worden. In Schmelzpunkt, Léslichkeit und Krystall- 
form unterschied es sich nicht von dem von Cook verwendeten 
Praparat, war aber mehr citronengelb gefarbt, wihrend das Cook- 
sche 3,4-Benzpyren, wahrscheinlich infolge Anwesenheit kleiner 
Mengen von Selen, mehr orangegelb gefirbt war. Im Vergleich 
zu dem von Maisin und Liégeois verwendeten Priparat schmolz 
das unsrige scharfer und mehrere Grade hoher, so daB anzunehmen 
ist, daB die belgischen Forscher ein nicht ganz einheitliches 
3,4-Benzpyren in Hinden hatten. Fieser halt es fiir médglich, 
daB die von Maisin und Liégeois beobachtete héhere Aktivitat 
ihres Praiparates auf eine Beimengung von 1,2,3,4-Tetrahydro-3,4- 
benzpyren zuriickzufiihren ist. Letzteres liBt sich aber nach 
Winterstein und Schon leicht auf chromatographischem Wege 
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von 8,4-Benzpyren abtrennen, so daf es in unseren Praparaten 
nicht enthalten sein konnte. 


Nach den Versuchen von Cook und Mitarbeitern starben von einer 
Serie von 10 Mausen, die mit synthetischem 3,4-Benzpyren gepinselt worden 
waren, 5 Tiere nach kurzer Zeit, bei den iibrigen 5 Mausen entwickelten sich 
rasch Tumoren (4 Epitheliome, 1 Papillom). Bei einem Tier konnte eine 
Driisenmetastase in der Axilla beobachtet werden. Maisin und Liégeois 
applizierten eine 1°/,ige Lésung von Benzpyren. Sie pinselten 60 Mause 38 mal 
zwischen die Schulterblaitter. Das erste Papillom beobachteten sie nach 
30 Tagen. Carcinome traten zwischen dem 69. und dem 119. Tage auf. Bei - 
2Tieren bestanden Lungenmetastasen. Nach 128 Tagen hatten 70°/, der 
noch lebenden Tiere Carcinom, wahrend in der gleichen Zeit nur 3°/, der mit 
Steinkohlenteer gepinselten Mause und 0°/, der mit 1,2,5,6-Dibenz-anthracen 
gepinselten Tiere Tumoren aufwiesen. 

Unsere ersten orientierenden Versuche wurden mit einer aus 
leer gewonnenen 3,4-Benzpyrenfraktion durchgefiihrt, die zwar 
auf chromatographischem Wege gewonnen, aber noch durch er- 
hebliche Mengen anderer Kohlenwasserstoffe, wie z. B. Perylen, 
verunreinigt war. 

Es wurde 3mal wéchentlich eine 1°/,ige benzolische Lésung dieser Frak- 
tion auf den Riicken von Mausen gepinselt. Die Sterblichkeit der Tiere war 
sehr groB, ebenso die lokale Schadigung der Haut. Es traten zahlreiche und 
hiufige Erosionen auf. Nach 60 Tagen waren die Veranderungen noch ver- 
haltnismaBig gering, wenig Haarausfall, dagegen starke Schorfbildung. Nach 
30maligem Pinseln konnte nur bei einem einzigen Tier eine Warze beobachtet 
werden. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurden 50 Méuse mit einer 
1°%,igen Lésung von 8,4-Benzpyren in Benzol 2mal wéchentlich 
gepinselt. Die Pinselung erfolgte auf dem Riicken der Tiere, und 
zwar derart, daB ein Tropfen der Benzpyrenlésung in das Haar 
der Tiere getropft wurde, so daB die Lésung sicher mit der Haut 
in Berithrung kam. Auch diese Lésung zeigte eine deutliche lokale 
Atzwirkung. 

Zu Beginn der Pinselung zeigten die Tiere deutliche Erosionen an der 
gepinselten Stelle. Der Haarausfall zu Beginn des Versuchs war aber im 
Gegensatz zu den Pinselungen mit Steinkohlenteer gering. Nach 45 Tagen 
zeigten die Tiere leichte lokale Atzwirkung und geringen Haarausfall, sonst 
nichts Besonderes, vor allem nicht die Pachydermie, wie sie bei Steinkohlenteer 
zu beobachten ist. Nach 70 Tagen zeigten mehrere Tiere Warzenbildung und 
bei 2 Tieren waren vollentwickelte, verhornende Plattenepithelcarcinome zu 
beobachten. Die allgemein-toxische Wirkung der 1°/,igen Lésung ist recht 
groB8. Nach 200 Tagen lebten noch 6 Tiere. Sie zeigten alle Schadigungen 
der Haut in der Richtung Carcinom (Warzen), 3 Tiere auch histologisch fest- 
stellbare Carcinome. Diese Versuchsreihe erweckt den Eindruck, da8 durch 
die hohe Konzentration der angewendeten Lésung von Benzpyren die toxische 
Allgemeinschadigung der Tiere stark ist. Die Mortalitit der Tiere war nach 
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etwa 3 Monaten am gréBten, also in der Zeit, in der nach Benzpyrenpinselung 
am meisten Carcinome beobachtet werden. 


In emer dritten Versuchsreihe wurden 50 Méuse mit einer 
0,5°/,igen Losung von 8,4-Benzpyren in Benzol 2mal wéchentlich 
gepinselt. 


Nach 23 Tagen waren kaum Verinderungen zu beobachten, es war nur 
ganz leichter Haarausfall festzustellen. Auch nach 44 Tagen war das Fell der 
Tiere kaum verindert. Erst nach 71 Tagen wurde die Haarlosigkeit deutlicher, 
4 Tiere zeigten ausgesprochene Warzenbildung. Dabei war auffallend, daf 
die Warzen mitten in der behaarten Haut entstanden und nicht, wie man dies 
bei Steinkohlenteertumoren beobachtet, in der haarlosen, verdickten Haut. 
Nach 84 Tagen hatten von 40 noch lebenden Miusen 7 sehr ausgesprochene 
Warzen, deren zentrale Ulceration auf beginnende, krebsige Umwandlung 
hindeutete. Nach 99 Tagen konnte bei einem spontan gestorbenen Tier histo- 
logisch ein verhornendes Plattenepithelcarcinom sicher festgestellt werden. 
Nach 118 Tagen lebten noch 35 Tiere, die alle Veranderungen aufwiesen, d. h. 
klinisch sichere Carcinome oder Warzenbildung. Da nur spontan sterbende 
Tiere zur histologischen Untersuchung kamen, Probeexzisionen der empfind- 
lichen Tiere wegen nicht ausgefiihrt wurden, waren wir bei der Beurteilung 
der Verainderungen auf das klinische Bild angewiesen. Der Prozentsatz an 
Tumoren ist aus dem klinischen Bild errechnet worden. Nach vorsichtiger 
Schaitzung hatten mindestens 70°/, der noch lebenden Tiere Carcinom. 8 ge- 
tétete und histologisch untersuchte ‘Tiere zeigten alle verhornende Platten- 
epithelcarcinome. Bis zum Auftreten des ersten Carcinomes waren etwa 
30 Pinselungen notwendig. Die krebsige Umwandlung von Warzen konnte 
auch nach Aussetzen der Pinselung noch beobachtet werden. Die Sterblichkeit 
der Tiere war in dieser Versuchsreihe gering. Im Monat starben etwa 4 Tiere. 
Wir halten nach diesen Erfahrungen eine 0,5°/,ige Lésung von 3,4-Benzpyren 
in Benzol fiir experimentelle Tumorerzeugung fiir sehr geeignet. 


In einer vierten Serie wurden 50 Mause mit einer 0,19/jigen 
3,4-Benzpyrenlésung 2mal woéchentlich gepinselt. 


Die lokale toxische Schidigung der Haut war deutlich geringer als mit 
den konzentrierteren Lésungen. Hautatrophie und Haarlosigkeit wurden 
kaum beobachtet. Nach 80 Tagen zeigte die Halfte der Tiere deutliche Warzen- 
bildung. Die Warzen entstanden mitten in der behaarten Haut, einer Haut, 
die makroskopisch sonst keine Verinderungen aufwies. Bis zum 125. Tag 
nahm die Zahl der mit Warzen behafteten Tiere zu; eine Reihe von Tieren 
zeigte klinisch sichere Carcinome. Nach 203 Tagen lebten von 50 Tieren noch 18. 
13 Tiere zeigten klinisch sichere Carcinome. 1 Tier wies ausgedehnte Meta- 
stasen in den regioniren Lymphdriisen auf. Nach 241 Tagen lebten noch 
10 Mause, die alle Carcinome aufwiesen (histologisch: verhornendes Platten- 
epitheicarcinom). Bis zum Auftreten von Warzen waren etwa 34 Pinselungen 
notwendig. 


In einer fiinften Versuchsreihe von 50 Mausen wurde 2mal 
wochentlich mit einer 0,03°/,igen Benzpyrenlésung gepinselt. 


Nach 30 Tagen gingen 20 Tiere an einem Unfall zugrunde. Die iiber- 
lebenden 30 Tiere zeigten makroskopisch keine Veranderungen. Nach 71 Tagen 
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wurde bei einem Tier in der Gegend der gepinselten Stelle ein harter, kirsch- 


_ groBer, unbeweglicher Knoten beobachtet, der subcutan lag. Histologisch 


handelte es sich um ein Adenocarcinom, dessen Ausgangspunkt nicht fest- 
gestellt werden konnte. Nach 203 Tagen lebten noch 18 Tiere, von denen eines 
ein Carcinom (verhornendes Plattenepithelcarcinom) aufwies. Nach 242 Tagen 
lebten noch 15 Tiere; ein einziges Carcinom war neu aufgetreten. Geringer 
Haarausfall trat erst nach einem Jahr fortgesetzter Pinselung auf. Die Sterb- 
lichkeit der Tiere war gering. Bis zum Auftreten des ersten Carcinoms (Adeno- 
carcinom) wurde 30mal gepinselt. 

Im Vergleich zu den Versuchen, die mit héheren Benzpyren- 
konzentrationen durchgefiihrt waren, traten bei dieser Versuchsreihe die 
Carcinome sehr deutlich viel spaiter und in geringerer Zahl auf. Merkwiirdig 
ist das Auftreten des Adenocarcinomes nach 30maliger Pinselung. Man wire 
geneigt, an einen Zufall zu glauben und ein spontanes Adenocarcinom an- 
zunehmen. Wir haben aber seit mehreren Jahren bei Maéusen kein spontanes 
Adenocarcinom beobachtet. Merkwiirdig ist auch das Auftreten direkt unter- 
halb der gepinselten Hautstelle, so daB die Annahme eines Zusammenhanges 
mit der Benzpyrenpinselung doch nahe liegt. 


Die sechste Versuchsreihe bestand in Pinselung von 12 Kanin- 
chen mit einer 0,3°/,igen 3,4-Benzpyrenlésung in Benzol. 


Die Pinselung erfolgte 2mal wéchentlich an der Innenseite des Ohres. 
Nach 65 Tagen zeigten die Tiere eine ganz leichte Schuppung. Nach 114 Tagen 
war die Hyperkeratose etwas deutlicher, besonders gut sichtbar um die Follikel 
herum. Eine erste kleine, typische Warze wurde nach 198 Tagen (86 Pinse- 
lungen) beobachtet, eine typische, gréBere Warze nach 237 Tagen (102 Pinse- 
lungen). Nach 362 Tagen wiesen 10 von 12 Kaninchen ausgesprochene Warzen- 
bildung auf. Nach 400 Tagen zeigte 1 Tier ein Carcinom (verhornendes Platten- 
epithelearcinom). Der Versuch wird nach 400 Tagen noch fortgesetzt. Von 
12 Tieren zeigte eines ein sicheres Carcinom, 10 Tiere Bildung multipler Warzen. 
Nur bei einem Tier wies die Haut, abgesehen von der leichten Schuppung, keine 
Verinderungen auf. Das Tier ist aber in seinem Allgemeinzustand sehr schlecht. 
Es ist kleiner als die tibrigen und viel leichter. 

Aus fiinf Versuchsreihen mit Mausen und einer solchen mit 
Kaninchen, die mit 8,4-Benzpyrenlésung in Benzol in Konzentration 
von 1%, 0,5%5, 0,195, 0,8, und 0,03°/, gepinselt wurden, ergibt 
sich, daB es mit allen diesen Lésungen gelingt, Carcinom zu er- 
zeugen, sowohl bei Kaninchen wie bei Mausen. Bei Pinselung 
mit einer 1%/,igen Lésung erfolgt eine ziemlich starke lokale 
Schidigung der Haut (Schorfbildung) und eine allgemein-toxische 
Schiidigung der Tiere. Bei den niedrigeren Konzentrationen sind 
diese beiden Einwirkungen geringer. Fiir die Krebserzeugung bei 
der Maus halten wir eine Benzpyrenlésung in der Konzentration 
von 0,2—0,5°/, fiir sehr geeignet. Die lokale Schidigung und die 
alloemeine Intoxikation ist bei einer Benzpyrenlésung von 0,5 
und darunter sehr gering. Bei Loésungen von unter 0,1°/, tritt die 
Carcinombildung sehr spit auf und bei einer so geringen Zahl von 
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Tieren, daB die Losung zu Versuchszwecken ungeeignet erscheint, 
Bei den Kaninchen wurde eine Lésung von 0,3°/, verwendet. | 
ist méglich, daB hier eine etwas stiirkere Lésung schneller zum Ziele 
fiihren wiirde. 

Die Zeit, die in unseren Versuchen bis zur Entstehung von 
Warzen und Carcinomen bei Pinselung von 3,4-Benzpyren not- 
wendig war, entspricht im grofen und ganzen den Befunden von 
Maisin und Liégeois. Die Warzenbildung erfolgte bei unseren 
Versuchen vielleicht etwas spiter, hingegen beobachteten wir 
ebenso wie Maisin und Liégeois das Auftreten von Carcinomen 
etwa nach 70 Tagen. Nach 120 Tagen ist auch in unseren Ver- 
suchen die Carcinombildung eine sehr hohe bei Lésungen von 0,1 
und 0,5°/5, d. h. mehr als die Halfte der noch lebenden Tiere weisen 
Carcinome auf. Die Berechnung der Ausbeute an Carcinomtieren 
ist recht schwierig, sobald man den sehr wechselnden Spontanabgang 


bei Maéuseversuchen beriicksichtigt. Sicher ist, da bei Losungen 


iiber 0,5°/, die allgemein-toxische Schidigung durch das Benz- 
pyren eine Rolle spielt, und daB der Abgang an Tieren ein groBerer 
ist als bei unbehandelten Tieren. Schiatzungsweise hatten bei 
einer Losung von 0,5°/, nach 120 Tagen etwa 50°/, der zu Versuchs- 


beginn lebenden Tiere oder nahezu 100°/, der iberlebenden Tiere § 


Krebs. 


Mit Ausnahme des schon erwiihnten Falles von Adenocarcinom f 


bei einer Maus haben wir bei allen Versuchen nur Plattenepithel- 
carcinom beobachtet. Metastasen haben wir bei einem ‘Tier 
nachgewiesen. 


Gegeniiber den mit Steinkohlenteer erzeugten Carcinomen f 


zeigen sich nach Pinselung mit Benzpyren folgende makroskopische 
Unterschiede: Die Carcinome entstehen nach Benzpyrenpinselungen 
nicht auf einem Hautgebiet, das zuerst Haarausfall, Schuppung. 
Pachydermie und dann Warzenbildung zeigt. Bei der Wahl 


giinstiger Benzpyrenkonzentration entstehen die Warzen mitten 


im behaarten Gebiet auf einer Haut, die sonst makroskopisch keine f 


Schadigung erkennen lift (Fig. 1). Die mit Benzpyren erzeugtenf 


Warzen sind gleichférmiger als die Warzen, die nach Teerpinselung f 


entstehen. Sie sind gréBer und zeigen vor allem weniger Ver: 
hornung. Ebenso sind die mit Benzpyren erzeugten Carcinome 
gleichformiger als die Teercarcinome (Fig. 2). Das mit reinem 


Kohlenwasserstoff erzeugte Carcinom zeichnet sich durch self 


raschen zentralen Zerfall und starkes flaichenhaftes Wachstum§ 
aus. Die beim Teercarcmom so haufig beobachteten papillaren 
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Wucherungen haben wir bei den mit Benzpyren erzeugten Tumoren 
nicht gesehen, sondern nur die Bildung ,,fleischiger‘‘ Warzen, die 
_ rasch zerfallen und in flichenhaftes Wachstum iibergehen. 


Das verhaltnismiBig spite Auftreten von Warzen und Car- 
cinom beim Kaninchen, das mit 0,3°/,iger Benzpyrenlésung ge- 
pinselt ist, haben wir erwahnt (Fig. 3). Weitere Versuche miissen 


hier die giinstigste Konzentration ergeben. Beim Kaninchen fillt 


auBer diesen Verschiedenheiten zwischen Teer- und Benzpyren- 
tumoren noch folgendes auf: Der Zustand der Pachydermie, der 
bei Teerpinselungen ausgepragt ist, fallt praktisch weg. Wir 
konnten bei unseren Versuchen nur leichte Schuppung und folli- 
kulare Hyperkeratosen beobachten. Die Warzenbildung ist deut- 
lich. Es fehlt jedoch, wie bei den Mausen, die mit Benzpyren 
gepinselt sind, die groBe Polymorphie der Warzen, die man nach 
Teerpinselung beobachtet (die genaue, histologische Bearbeitung 
der Tumoren erfolgt spiter). 

Die zeitlichen Verschiebungen im <Auftreten von ‘'umoren 
nach Anwendung verschieden konzentrierter Benzpyrenlésungen 
kénnte die von Maisin und Liégeois beobachtete hohere Aktivitat 
ihrer Benzpyrenlosung im Vergleich zu derjenigen Cooks erklaren, 
indem Maisin und Liégeois eine stirkere Losung verwendeten 
als Cook. Fieser hat die Vermutung ausgesprochen, daB das 
Benzpyrenpraparat von Maisin und Liégeois durch Tetrahydro- 
benzpyren verunreinigt gewesen sein kénnte, und daB Tetrahydro- 
benzpyren mdglicherweise stairker krebserregend wirke, als Benz- 
pyren. Nach unseren Befunden ist Tetrahydrobenzpyren entweder 
gar nicht oder nur sehr schwach carcinogen. Beriicksichtigt man 
die durch die verschiedene Disposition der Méuse gegebene, ver- 
haltnismaBig groBe Fehlerbreite dieser biologischen Versuche und 
vergleicht die von Maisin und Liégeois mit den von uns an- 
gegebenen Zeitraumen, die zur Ausbildung von Carcinom mit 
0,5°/,igen Benzpyrenlosungen erforderlich sind, so kommt man zur 
Annahme, da8 die von Maisin beobachtete Diskrepanz zwischen 
seinem und dem Cookschen Praparat nicht unbedingt auf das 
Vorhandensein einer aktiveren Substanz im Benzpyren Maisins 
zurickgefiihrt werden muB&. 


Chrysen. 


Nach den Untersuchungen von Twort und Fulton gelingt 
es, durch Pinseln von Chrysenlésungen bei Mausen Krebs zu er- 
zeugen. Die carcinogene Wirkung des Chrysens ist aber nach 
7* 
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Angaben dieser Autoren sehr gering. Kennaway gelang es nicht, 
die von Twort und Fulton gemachten Angaben zu bestitigen, 
G. Barry und J. W. Cook pinselten 270 Mause mit Chrysen- 
lésungen. Nach einem Jahr zeigte keines von den iiberlebenden 
Tieren ein Epitheliom. Neuerdings geben Bottomley und Twort 
an, da8 Chrysen in Benzollésung kein Carcinom erzeuge, daB es aber, 
in Olsdure gelost, krebserregend wirke. Wie Winterstein, Schon 
und Vetter gezeigt haben, ist ,,Chrysen reinst‘‘ des Handels nicht 


einheitlich. Die gelbe Farbe der meisten Chrysenpraparate (Name!) | 
rihrt von einer Beimengung kleiner Mengen 2,3-Benzanthracen § 


her. Benzpyren konnte auch in technischen Chrysenpraparaten 
nicht nachgewiesen werden. Dagegen konnte aus ,,Chrysen reinst' 


des Handels in kleiner Menge 1,2-Benzcarbazol isoliert werden. f 
Uber die geringe carcinogene Wirkung hochkondensierter hetero- § 
cyclischer Verbindungen ist noch nichts bekannt. Es ware daherf 
denkbar, daB das 1,2-Benzcarbazol fiir die schwache cancerogene § 


Wirkung des Chrysens verantwortlich zu machen ist, um so mehr, 
als zwischen dem schwach, aber deutlich krebserregenden 


1,2-Benzanthracen (I) einerseits und dem 1,2-Benzcarbazol (II) 


gewisse konstitutive Ahnlichkeiten bestehen: 
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Mit Chrysen wurde eine Serie von 50 Mausen 2mal woéchent- 


lich gepinselt. Nach 56 Tagen waren keine lokalen Verainderungen F 


nachzuweisen. Nach 112 Tagen zeigten die iiberlebenden 80 Tiere 
normale Haut. Nach 276 Tagen lebten noch 11 Tiere, die keine 
lokalen Verainderungen aufwiesen. 


Mit 1,2-Benzearbazol wurden 50 Mause gepinselt, und] 


zwar wurde eine 0,5°%/,ige benzolische Lésung verwendet. Nach 
150 Tagen wiesen die Tiere keine Verainderung auf; die Pinselung 
wurde ausgesetzt. Nach 250 Tagen, also fast 4 Monate nach Aus- 
setzen der Pinselung, bildete sich auf einem der Tiere mitten in der 
gut behaarten Haut eine Warze, die bohnengroB war und zentral 
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ziemlich rasch zu ulcerieren begann. Dicht neben diesem Knotchen 
lag eine filiforme, hauthornihnliche Efflorescenz. Die _histo- § 
logische Untersuchung der Warze ergab ein Epitheliom, das mit 
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nicht, | groBter Wahrscheinlichkeit als bésartig zu bezeichnen ist *). Die 
tigen, § Versuche mit Benzpyren haben uns gezeigt, daB je nach Kon- 
ysen: fF gentration der wirksamen Loésung die Zeit bis zum Auftreten von 
sndep & Carcinom stark variiert und da8 man die Versuche tiber méglichst 
wort & lange Zeit fortsetzen muf. Unser Versuch mit 1,2-Benzcarbazol 
aber, & ist, insofern man diese Beobachtung zugrunde legt, nicht ent- 
chon & scheidend, indem die Zeit der Pinselung von 150 Tagen verhaltnis- 
nicht @ mabig kurz ist. Das Auftreten eines Tumors 4 Monate nach Aus- 
ame!) | setzen der Pinselung macht eine geringe cancerogene Wirkung des 
race | 1,2-Benzcarbazols wahrscheinlich. Ein weiterer Versuch wurde mit 
ratey § Carbazol ausgefiithrt, und zwar mit einer 0,5°/jigen Losung in 
‘inst  Benzol. Die 50 Mause zeigten anfanglich starke lokale Wirkung im 
den, | Sinne von Haarausfall. Nach 276 Tagen und nach 120 Pinselungen 
storo- & waren auBer Haarausfall keine lokalen Verdnderungen nach- 
daher @ Zuweisen. 

ogene Abkommlinge des Benzpyrens. 


mehr, 
; Tes ws . eo . j se . om. ‘ - T: b 
nden Wahrend wir iiber die Abhingigkeit krebserregender Wirkung 


| (I) vom Ringgefiige aromatischer Kohlenwasserstoffe durch die 
_ Arbeiten von Cook und Mitarbeitern schon gut unterrichtet sind, 
sind unsere Kenntnisse iiber die Wirksamkeit von Derivaten krebs- 
-erregender Kohlenwasserstoffe noch gering. In orientierenden 
Versuchen konnten wir feststellen, daB die krebserregende Wirkung 
des 3,4-Benzpyrens schon durch verhaltnismaBig kleine Verande- 
rungen am Molekiil verloren geht. 
Nachdem die Synthese des Benzpyrens bzw. des Ketotetra- 
hydrobenzpyrens, von dem sich leicht verschiedene Derivate des 
hent-— Benzpyrens darstellen lassen, wesentlich verbessert worden ist, 
ingen & wird die Forschung in dieser Richtung erheblich erleichtert. Wir 
Tiere F haben bis jetzt zwei Abkémmlinge des Benzpyrens auf ihre car- 
keine — cinogene Wirkung gepriift, und zwar das Tetrahydro-3,4-benzpyren 
und das 8’-(bzw. 2’-)Methyl]-3,4-benzpyren. 
und Fieser hat die Vermutung ausgesprochen, da das Benzpyren- 
Nach® priparat von Maisin und Liégeois durch Tetrahydrobenzpyren 
elung — verunreinigt gewesen sein konnte, und dai Tetrahydrobenzpyren 
Aus: stiirker krebserregend wirke als der nicht hydrierte Kohlenwasser- 
n der§ stoff. Pinselung einer Serie von 50 Mausen mit 0,5°/jigem Tetra- 
ntral fF hydro-8,4-Benzpyren in Benzol. Nach 68 Tagen war weder 
‘chen F —— 


uisto- F *) Anmerkung bei der Korrektur: Nach 300 Tagen zeigten zwei 
3 mit — Weitere multiple Warzen. 


i 
i 
: 


| 
{ 
; 
: 
i 


90 QO. Schiirch und A. Winterstein, 


Haarausfall noch sonstige lokale Verénderung zu bemerken. Auf. 
fallenderweise waren die Tiere allgemein recht schwer geschidigt, 


Lokal waren nach 150 Tagen, nach total 73 Pinselungen, weder & 
Tumoren noch Warzen nachzuweisen. Die Versuche werden & 


fortgesetzt. 


Bemerkenswerterweise fiihrt die Einfiihrung eine; 


Methylgruppe in das Benzpyrenskelett zum Verlust 


der carcinogenen Wirkung. Serie von 50 Mausen, Pinselung§ 
mit einer 0,5°/,igen Loésung von 3’-(bzw. 2’-)Methyl-3,4-benz-§ 
pyren in Benzol. Nach 30 Tagen zeigten die Tiere keine lokalenf 
Verinderungen. Nach 78 Tagen lebten noch 42 Tiere, die nurf 
leichten Haarausfall zeigten. Nach 270 Tagen und 110 Pinselungen 
zeigten sich auBer leichtem Haarausfall keine lokalen Verdande.f 


rungen. Dieser Versuch erhellt, in welch hohem MaBe die krebs. 


erregende Wirkung einer Substanz von der Konstitution abhangt.f 


Die Verhaltnisse lassen sich vergleichen mit manchen Erkenntnissen, 


die beziiglich der Beziehungen zwischen Konstitution und Wirkung 


auf dem Arzneimittelgebiet gewonnen worden sind. 


Zusammenfassung. 


1. Ausgedehnte Versuche an Mausen und Kaninchen mif 


chromatographisch gereinigtem Benzpyren beweisen in Uber. 


einstimmung mit den Befunden von Cook und seinen Mitarbeiternf 
und denjenigen von Maisin und Liégeois seine stark krebs§ 


erzeugende Wirkung. Die carcinogene Wirkung des 3,4-Benzpyren 


hat sich in verschiedenen Konzentrationen von 1°/jiger bis zuf 


0,03°/,iger Losung gezeigt. Am giinstigsten fiir die Krebserzeugun: 
scheint eine Lésung von 0,2—0,5°/, 3,4-Benzpyren zu sein. 
2. Die krebserregende Wirkung des 8,4-Benzpyrens schein' 


sehr spezifisch zu sein. Tetrahydro-Benzpyren und 3’-(baw. 2’-) Me 
thyl-3,4-benzpyren zeigen in gleichen Konzentrationen nach 1)/f 


bzw. 270 Tagen keine carcinogene Wirkung. 
3. Mit remem Chrysen konnte kein Carcinom erzeugt werden 
Das im kauflichen Chrysen enthaltene 1,2-Benzcarbazol scheini 


eine carcinogene Wirkung zu haben und ist moglicherweise alf 
wirksames Agens des im Handel befindlichen Chrysens anz§ 


sprechen. Versuche tiber sehr lange Zeit miissen diesen Befuni 
bestatigen. 
4. 3,4-Benzpyren ist geeignet, in der experimentellen Krebs 


forschung das Arbeiten mit Steinkohlenteer und zum Teil mit def 
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sogenannten Impftumoren zu ersetzen. Es gelingt, mit 3,4-Benz- 


Pa pyren bei einem groBen eu der in Versuch genommenen Tiere in 

weder It verhiltnisma Big kurzer Zeit echte Carcinome zu erzeugen. Die 

verden I Verwendung einer chemisch definierten, stark krebserregend 
wirkenden Substanz bedeutet fiir die experimentelle Krebs- 

einer forschung einen groBen Fortschritt. 
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Herrn Prof. Dr. Anton Ghon, Prag, 
zum 70. Geburtstage gewidmet. 


Uber eine Methode zur Bestimmung der freien und gebundenen 
Benzoesdure in biologischem Material und tiber den enzyma- 
tischen Umbau der Benzoesdure in der Pferdeniere. 

Von 
Heinrich Waelsch und Gertrud Klepetar. 

(Unter Mitarbeit von Andreas Busztin.) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1935.) 


Vor einiger Zeit haben wir die Ansicht ausgesprochen, dab 
bei Entgiftungsvorgingen, die unter Verbindung der aus- 
geschiedenen Substanzen mit Glykokoll, acetyliertem Cystein und 
Glutaminsaure vor sich gehen, das Tripeptid Glutathion als aus 
diesen drei Aminosaéuren aufgebaut, eine wesentliche Rolle spielen 
konnte!). Wir haben diese Hypothese durch Untersuchung des 
Glutathionspiegels des Blutes bei Phenylessigséurevergiftung, Nar- 
kose*) und Fieber*) zu stiitzen versucht. Die Entwirrung der 
Entgiftungsvorginge als unteilbare Teilprozesse des intermediaren 
Stoffwechsels kann ohne eine geeignete Methodik nicht mit Erfolg 
in Angriff genommen werden. Deshalb haben wir vor kurzem 
eine einfache, mit groBer Genauigkeit serienméBig ausfiihrbare 
Schwefelbestimmung in biologischem Material angegeben‘). 

In iiberwiegendem Mafe werden die Entgiftungs- und Kupp- 
lungsprozesse des Tierkérpers durch Eingabe des Giftes und Unter- 
suchung der Ausscheidungen bei Mensch und Tier untersucht. 
Dagegen ist gerade fiir diesen Teil des intermediadren Stoffwechsels 
die Zahl der Untersuchungen, die sich mit der Wirkung von iso- 
lierten Organen, Organbrei und Organextrakten im AnschluB an 
die klassischen Versuche von Schmiedeberg und Bunge be- 
schaftigten, weitaus geringer. Andererseits kann aber eine feinere 
Hinsicht und Einordnung der Entgiftungs- und Kupplungsvorginge 
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in den Ablauf des Stoffwechselgeschehens von den letztgenannten 
Untersuchungen erwartet werden. Dazu miissen die Bestimmungs- 
methoden geeignet sein, geringe Mengen der zu entgiftenden oder 
zu koppelnden Substanz zu fassen, nicht nur um sich mengenmabig 
nicht allzu sehr von physiologischen Umsetzungen zu entfernen, 
sondern auch, weil wir gezwungen sind bei diesen Versuchen Gifte 
zuzusetzen, die oft schon in kleinen Konzentrationen ihre ferment- 
hemmende und zerstérende Wirkung entfalten. 

Im Sinne der oben skizzierten Anschauungen ist es Gegen- 
stand dieser ersten Mitteilung, Aufklarung iiber die naiheren Be- 
dingungen der Bestimmung der freien und gebundenen Benzoe- 
siure in Organen zu erhalten. Hierbei konnten bemerkenswerte 
Beobachtungen iiber das Verhalten von Benzoesiiure in Nierenbrei 
und Extrakt gemacht werden. 


Die Methodik der Benzoesiurebestimmung in Organen, wie sie im 
Anschlu8 an die Arbeiten Schmiedebergs u. Bunges®) in einer Anzahl von 
Untersuchungen®) geiibt wurde, fuBt auf den von den genannten Autoren 
ausgearbeiteten Hichtlinien. Die Benzoesiure wird nach Reindarstellung 
gravimetrisch bestimmt. Mit dieser Methode kénnen sinngemaB nur Aus- 
sagen qualitativer Natur gemacht werden. Sie wurde auch bei einer groBen 


| Zahl von Bilanzversuchen verwendet, d.h. mit ihrer Hilfe die Benzoesiure 


im Harn bestimmt. Daneben dient zur Bestimmung der Benzoesaure die 
von Folin und Flanders’) angegebene Titration in organischen Lésungs- 
mitteln (Toluol, Chloroform) mit Alkalimethylat. Diese Methode ist unter 
der Voraussetzung giltig, daB mit der Extraktion und Titration als lésliche 
Séure in der Hauptsache nur Benzoeséure erfaBt wird, was fiir den Harn 
zuzutreffen scheint. 

Wir berichten im folgenden iiber Versuche, die Mohlersche§) 
Reaktion — Uberfiihrung der Benzoesaure in 3,5-Dinitrobenzoesaure 
und Colorimetrie des nach Reduktion gebildeten roten Ammonium- 
salzes — quantitativ zu gestalten und iiber die im Zusammenhang 
damit ausgearbeitete Bestimmung der freien und gebundenen 
Benzoeséure in Organen. Weiter werden die bei Zusatz von Benzoe- 
siure zu Nierenbrei und zu Extrakt aus Pferdenieren erhaltenen 


Ergebnisse dargestellt. 


Versuchsteil. 
A. Quantitative Bestimmung der Benzoesaure. 


Modifikation der Reaktion nach Mohler-Grossfeld zum 
quantitativen Nachweis der Benzoesaure. Die oben erwahnte Mohler- 
sche Reaktion schien nach der Vorarbeit von Grossfeld®) die Méglichkeit 
einer ausreichenden quantitativen Erfassung zu bieten. Grossfeld verwendet 
zur Reduktion der Dinitrobenzoesaure an Stelle von Schwefelammon (Mohler) 
Hydroxylamin und gelangt so zu einer annihernden Schaétzung der Benzoe- 
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siuremengen. Nach ihm ist die Genauigkeit der Reaktion insoweit beschrankt, 


,als die Reaktion nicht immer mit der gleichen Starke verlauft, auch bej § 


genauer Einhaltung der angegebenen Vorschrift‘“*. Der Grund hierfiir ist 
darin zu sehen, daB geringe Benzoeséuremengen eine weitaus geringere Zeit 
zur Ausbildung der vollen und vergleichbaren Farbtiefe brauchen als gréBere 
Mengen. Beriicksichtigt man die Abhangigkeit der Farbtiefe von der Zeit, 
so gelingt es, eine Benzoeséiurebestimmung auszuarbeiten, mit der 0,1 mg 
Benzoesaure in reinen Lésungen mit ausreichender Genauigkeit erfaBt werden 
k6énnen. 

Als erstes beschreiben wir die Benzoeséurebestimmung in Natrium. 
benzoatlésungen. 1 ccm der Natriumbenzoatlésung (enthaltend 0,1—50 mg 
Benzoesaure) wird in einer Hartglaseprouvette (10 x 1 cm) nach Zusatz von 
0,5 cem éiner 20°/,igen Kaliumnitratlésung zur Trockne gebracht. Dies kann 
in einem Sandbad geschehen, wobei zur Verhiitung des Spritzens mit Vorteil 
die Glaswand der Eprouvette mit angeschmolzenem Glasstaub!°) bedeckt 
ist. Bequemer und bei groBen Serien zu empfehlen ist die Trocknung im 
Vakuumexsiccator tiber konzentrierter Schwefelsiure oder Stangen von 
Natriumhydroxyd. Der trockne weife Riickstand wird mit 1 ccm konzen. 
trierter Schwefelsiure versetzt und das Reagenzglas mit einem gutsitzenden 
Gummistopfen verschlossen. Die so verschlossenen Reagenzgliser werden 
nun fiir 30 Minuten in ein siedendes Wasserbad versenkt. Dies geschieht mit 
Hilfe eines kupfernen Reagenzglasgestells, wobei die Reagenzglaser durch 
ein drittes, nicht durchbohrtes, beschwertes Kupferblech stehend unter Wasser 
gehalten werden. Nach dem Erhitzen wird das Gestell herausgehoben und die 
Proben zur Abkiihlung auf Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wird 
die Schwefelséure vorsichtig in Reagenzgliser, die 2 cem Wasser enthalten, 
iiberfiihrt. Die unverdiinnte Schwefelsaure ist farblos, wahrend die verdiinnte 
eine hellgelbe Farbung annimmt. Nun werden portionenweise 10 ccm 15°/,iger 
Ammoniak (60 Teile NH, konzentriert, 40 Teile H,O) zugesetzt. Ein Teil 
des Ammoniaks wird zuerst zum Nachwaschen der Hartglasreagenzglaser 
verwendet und dann erst der Schwefelsiure zugesetzt. Zu der stark ammonia- 
kalischen Lésung werden nun 2 ccm einer frisch bereiteten 2°/,igen Lésung 
von salzsaurem Hydroxylamin zugesetzt. Die Proben kommen fir 60” ins 
siedende Wasserbad und werden dann unter Leitungswasser gekihlt, wobei 
sich die rote Farbe auszubilden beginnt. Die Ausbildung der starksten und 
vergleichbaren Farbtiefe erfordert nun, wie schon erwahnt, je nach Menge 
der verwendeten Benzoeséure verschiedene Zeit. 

Abhangigkeit der Farbtiefe von der Zeit. In folgendem geben 
wir in Tab. I Werte wieder, die bei Vergleich bestimmter Benzoeséurekonzen- 
trationen mit einem bekannten Standard gewonnen wurden, wobei schon die 
giinstigsten Ablesezeiten verwendet wurden. Es erscheint nicht notwendig, 
die zur Ermittlung der giinstigsten Ablesezeit angestellten Versuche im ein- 
zelnen wiederzugeben. Diese Versuche wurden so vorgenommen, daB mehrere 
Proben von gleichem Benzoeséuregehalt bis zum Zusatz von Ammoniak und 
Hydroxylamin zugleich vorbereitet wurden. Eine Probe wurde sofort weiter 
bis zur Ausbildung des Farbstoffs verarbeitet und nach kurzer Kihlung in 
den Colorimetertrog eingefiillt. Die anderen Proben wurden nun zu be- 
stimmten aufeinanderfolgenden Zeitpunkten fertiggestellt und nach kurzer 
Kihlung mit der ersten verglichen. Dadurch konnte die Zeitspanne der 
starksten und konstanten Farbtiefe der ersten Probe ermittelt werden. 
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Die in der Tabelle wiedergegebenen Versuche wurden mit Verdiinnungen 
vorgenommen, die aus einer 2°/ige Benzoesiure als Natriumbenzoat ent- 
haltenden Stammlésung hergestellt worden waren. Die Verdiinnungen dieser 
2°/,igen Benzoesdurelésung dienen auch fiir alle weiteren Versuche als Stan- 
dardlésung. 1 ccm der Verdiinnung wird mit 0,5 ccm der Kaliumnitratlésung 
in der Hartglaseprouvette zur Trockne gebracht. Die weitere Verarbeitung 
erfolgt wie im vorigen Abschnitt beschrieben. Der Vergleich wurde in einem 


| Hellige-Colorimeter vorgenommen. Die verschiedenen Verdiinnungen werden 


immer mit einer als Standard bezeichneten Konzentration verglichen. Die 
colorimetrischen Ablesungen wurden von 2 Personen bei drei verschiedenen 


| Einstellungen vorgenommen. 


In Stab I der Tabelle ist die GréBenordnung der Mengen Benzoesaure, 
die mit dem Standard verglichen wurden, in Milligramm angegeben. In 
Stab II die Milligramm Benzoeséiure des Standards. Diese Angaben beziehen 
sich immer auf den Gehalt Benzoesiure in 1 ccm. In Stab III ist die jeweils 
verglichene Menge Benzoesiure in Milligramm vermerkt; in Stab IV die 
gefundene Benzoesiuremenge. In Stab V ist die Abweichung vom berechneten 
Wert in Milligramm und in Prozent angegeben. In Stab VI ist die Zeit ver- 
zeichnet, die vom Beginn der Kiithlung (Ende des 60’’ dauernden Erhitzens) 
bis zur Ablesung verstrichen ist. 














Tabelle I. 
GréBen- Menge s00- : Minute 

ordnung, | Standard and yen ou Febler oo 
Benzoesiiure} in mg siiure — a vis zur 
in mg in mg |gef. in mg mg | le Ablesung 

0,1—0,9 0,5 0,1 0,102 0,002 2 10 

0,5 0,3 0,308 0,008 2,3 10 

0,5 0,7 0,703 0,003 0,4 10 

0,5 0,9 0,960 0,060 0,5 10 

0,6 0,4 0,415 0,015 3,8 10 

0,6 0,8 0,815 0,018 1,9 10 

0,6 1,0 1,036 0,036 | 3,6 10 

0,4 0,2 0,202 0,002 1,0 10 

0,4 1,0 1,019 0,019 1,9 10 

2,0—4,0 2.0 3,0 2,88 0,12 4 30 

2,0 4,0 4,12 0,12 3,0 30 

1,0—20,0 5,0 1,0 1,01 0,01 | 1,0 40 

5,0 10,0 9,55 0,45 | 4,5 40 

5,0 20,0 19,0 1,0 5,0 40 

5,0—50,0 5,0 10,0 10,0 0,0 | 0,0 55 

5,0 15,0 14,9 0,1 0,7 55 

5,0 20,0 19,70 0,3 1,5 55 

5,0 30,0 31,45 1,45 4,8 55 

30,0 20,0 20,45 0,45 2,3 55 

30,0 40,0 38,52 148 | 3,7 55 

30,0 30,0 49,53 047 | 1,0 55 











Wie die wiedergegebenen Versuche zeigen, ergibt sich fiir einen Konzen- 
trationsbereich der Benzoesdure eine optimale Zeitspanne und eine optimale 
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Vergleichs-(Standard-)Konzentration. Im allgemeinen sind die Benzoesiure- 
mengen, die erwartet werden, schétzungsweise bekannt, aber auch in dem 
Bereich von 0,1—50 mg Benzoesiure kommt man mit drei Standardkonzen. 
trationen aus. Als optimale Zeitspanne zur Ablesung ergibt sich bis 10 Minuten 
bei Konzentrationen von 0,1—1,0 mg Benzoeséure bei einem Standard von 
0,5 mg Benzoeséure, um 30 Minuten bei Mengen von 1,0—10,0 mg Benzoe- 
siure bei einem Standard von 5,0 mg, 50—60 Minuten bei Mengen iiber 
10,0 mg bei einem Standard von z. B. 20 mg. 

Bestimmung gebundener Benzoesadure (Hippursaure). Fir die 
Bestimmungen wurde eine 5°/,ige Hippursiurelésung unter Zusatz von Kali- 
lauge hergestellt (Stammlésung). Zur Bestimmung der Benzoesiure wurde 
1 ccm der 5°/,igen Lésung nach Zusatz von 11 com Wasser und 4 ccm 40°/,iger 
NaOH im Kjeldahlkolben iiber freier Flamme hydrolysiert, so daB die Lésung 
30 Minuten deutlich siedete (Bimssteinzusatz!). Nach Ansauern der aus- 
gekiihlten Lésung mit 2 ccm konzentrierter H,SO, wird 8mal mit 20 ccm 
Petrolather ausgeschiittelt, der Petrolitherauszug mit 20 ccm n/50-Schwefel- 
siure zweimal und mit Wasser einmal gewaschen. Der Petrolaither wird in 
einer Abdampfschale, auf deren Boden sich 5 ccm n/10-NaOH befanden, 
am Lichtbad abgedunstet. Die zuriickbleibende natronalkalische Lésung 
der Benzoesdure wird in ein 10 cem-Mafkélbchen unter Nachwaschen mit 
Wasser iibergefiihrt und bis zur Marke aufgefiillt. 1 cem der Lésung enthilt 
5 mg Hippurséure, entsprechend 4,02 mg Natriumbenzoat. Der weitere 
Fortgang der Bestimmung wurde oben beschrieben. Als Standard wird eine 
Benzoesaéurelésung verwendet, die 5 (0,5) mg Natriumbenzoat im Kubik- 
zentimeter enthalt. 














Tabelle II. 
Bestimmung von Benzoesaéure in Hippursaure. 
Standard | Hippur- Ber. Gef. Fehler | Minuten 
Versuch | mg Na- saure Benzoat | Benzoat * bis zur 
Benzoat mg mg mg 10 Ablesung 
I 5,0 5,0 4,02 4,02 — 20 
II 5,0 2,5 2,01 2,15 7 20 
Ill 5,0 2,5 2.01 2,04 1,5 20 
IV 5,0 1,25 1,00 0,98 2,0 20 
V 0,5 0,62 0,5 0,49 1,2 6 
VI 0,5 0,31 0,25 0,23 8,0 6 
VII 0,5 1,24 1,0 1,0 —- 10 




















Wie unsere Ergebnisse zeigen, lift sich auch gebundene Benzoesaure 
mit befriedigender Genauigkeit bestimmen. Mit dem gleichen Erfolg wurde 
auch in Lésungen, die Benzoesiure und Hippursaure enthielten, die Benzoe- 
siure nach Hydrolyse bestimmt, welche Versuche wohl im einzelnen nicht 
wiedergegeben werden miissen. 

Bestimmung freier und gebundener Benzoesaure in Organen. 
Am Beispiel der Bestimmung der Benzoesiure in der Pferdeniere soll die 
Bestimmung in Organen gezeigt werden. Die gréBte Schwierigkeit bestand 
darin, eine einfache und sichere Extraktionsmethode fiir Benzoeséiure und 
ihre Verbindungen ohne die Gefahr der Hydrolyse zu finden. Deshalb muBte 
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die Verwendung von Alkali?) und Saure und allzulanges Erhitzen vermieden 
werden. 

Die von dem Nierenbecken und Fett befreite Niere wird durch die 
Latapie-Mihle getrieben. 25g (oder ein Vielfaches) Nierenbrei werden 
abgewogen, mit 12 ccm Wasser versetzt und durchgerihrt. Statt des Wassers 
wird im Falle von Zusatzversuchen 12 ccm der Lésung zugesetzt. Nun werden 
37 cem 96°/jiger Alkohol unter Umriihren zugesetzt und 5 Minuten im 
siedenden Wasserbad erhitzt. Unter Nachwaschen mit Wasser wird die 
Flissigkeit mit dem flockig koagulierten Eiwei8 in einen MeBkolben (100 ccm) 
vollkommen iiberfiihrt und mit Wasser bis zur Marke aufgefillt. Nach gutem 
Durchschiitteln wird durch ein trockenes Filter kalt filtriert. (Im Durchschnitt 
70 cem eines hellgelben Filtrats). Die eine Halfte des Filtrats kann nun zur 
Bestimmung der Gesamtbenzoeséure, die andere zur Bestimmung der freien 
Benzoeséure verwendet werden. 

Bestimmung der gesamten Benzoeséure: Die zur Bestimmung ver- 
wendete Filtratmenge wird mit 10°/, ihres Volumens an 40°/, NaOH versetzt 
und 30 Minuten iiber freier Flamme im Kjeldahl unter deutlichem Sieden 
der Fliissigkeit hydrolysiert. Das Hydrolysat 148t man abkihlen, neutra- 
lisiert und siuert mit dem gleichen Volumen konzentrierter Schwefelsiure 
als vorher Natronlauge zugesetzt wurde, tropfenweise an. Nun wird 8mal 
mit je 25 ccm Petrolather im Schiitteltrichter ausgeschiittelt. Im allgemeinen 
trennen sich die Schichten gut, sonst mu8 mit etwas Alkohol nachgeholfen 
werden. Die vereinigten Petrolitherextrakte werden filtriert, zweimal mit 
n/50-Schwefelsiure und einmal mit Wasser gewaschen. Der Petrolather 
wird in Abdampfschalen, auf deren Boden sich 4 ccm n/10-NaOH befinden 
(so daB der Boden der Schale bedeckt ist), entweder am Lichtbad oder bei 
Zimmertemperatur entfernt. Die zuriickbleibende waBrige Schicht mu8 alka- 
lisch reagieren. Je nach der erwarteten Benzoesiuremenge wird man nun die 
zuriickbleibende Lésung in ein kleines MeBkélbchen (3 oder 4 ccm) quanti- 
tativ iiberfiihren, mit Wasser bis zur Marke auffiillen und dann davon 1 ccm 
zur Bestimmung nehmen. Man kann auch die waBrige Lésung in der Abdampf- 
schale zur Trockne bringen und dann in einer geringen bestimmten Menge 
Wasser lésen, um davon 1 ccm fiir die Bestimmung zu verwenden. 

Zur Bestimmung der freien Benzoeséure wird das Filtrat des Gewebe- 
breies sofort mit entsprechend weniger konzentrierter Schwefelsiure (2°/) 
des verwendeten Filtratvolumens) angesiuert und dann ebenso wie bei der 
gebundenen Benzoesdure beschrieben, mit Petrolither ausgeschiittelt. 

Jetzt wird je 1 ccm der alkalischen Lésungen (freie, gesamte Benzoe- 
siure) unter Zusatz von 0,5 ccm Kaliumnitrat in die Hartglasreagenzglaser 
iiberfiihrt und zur weiteren Bestimmung wie im ersten Abschnitt beschrieben 
verarbeitet. Wenn mdglich, werden Doppelbestimmungen ausgefiihrt. Zu- 
gleich mit dem Einfiillen der unbekannten Benzoesiurelésungen werden auch 
lcem vom Standard, der durch Verdiinnung der Stamm-Natriumbenzoat- 
lésung hergestellt wird, in die Hartglasréhrchen eingefiillt. Im allgemeinen 
geniigt die Mitverarbeitung von 2 Standardkonzentrationen, da eine an- 
nihernde Schaétzung der zu erwartenden Benzoesiuremenge meist médglich 
ist. Zu dem 1 ccm der Standardlésung werden ebenso wie bei der Versuchslésung 
0,5 ccm 20°/,ige Kaliumnitratlésung, und dann noch 0,1 cem (2 Tropfen) 
2n-NaOH zugesetzt, um die Standardlésung auf die annahernd gleiche 
Alkalitaét wie die Versuchslésung zu bringen. 
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VersuchI. 25g Niere (4 Tage alt), zugesetzt 1 ccm 5°/,iges Na. 
Benzoat, 1 ccm 5°/,ige Hippursadurelésung. Ber. 42,4 mg freie Benzoesaure, 
76,4 mg Gesamtbenzoesaure. Gef. 43,0 mg freie Benzoesaiure, 74,8 mg Gesamt- 
benzoesaure. (Keine Blindwertbestimmung). 


Versuch II. 2 x 10g Pferdeniere (3 Tage alt) zur Blindbestimmung. 
Gef. 0,25 mg, 0,26 mg Gesamtbenzoesiure. 


Versuch III. 10g frische Niere zur Blindbestimmung, gef. 0,56 mg 
Gesamtbenzoesiure. 25g Niere, zugesetzt 1 ccm 0,5°/,iges Na-Benzoat, 
1 ccm 0,5°/,ige Hippursaurelésung, ber. nach Abzug des Blindwertes 4,24 mg 
frei, 7,64 mg gesamte Benzoesiure. Gef. (nach Abzug des Blindwertes) freie 
Benzoeséure 4,35 mg, 7,42 mg Gesamtbenzoesiure. 


Versuch IV. 2mal 25 g frische Niere zur Blindbestimmung, gef. 0,57 mg, 
0,57 mg Gesamtbenzoeséure. 100 g Niere, zugesetzt 2 ccm 2°/, iges Natrium- 
benzoat und 38 ccm Wasser. In 4 Parallelproben zu 25 g Nierenbrei (35 ccm) 
verarbeitet. Ber. nach Abzug des Blindwertes 8,4 mg Gesamtbenzoesiure. 
Gef. (nach Abzug des Blindwertes) 8,5 mg, 8,3 mg, 8,42 mg, 8,59 mg Gesamt- 
benzoesiure. 


Bestimmung in Ké6rperflissigkeiten. In Kirze sei noch die 
Bestimmung der Benzoeséure in Serum und Harn beschrieben, die sinngemaf 
mit viel geringeren Schwierigkeiten als die Bestimmung in Organen angestell!t 
werden kann. 

2mal 20 cem filtrierter Harn (Mensch) mit je 5 ccm 40°/,igem NaOH, 
wie angegeben, hydrolysiert, angesiuert, mit Petrolither extrahiert, Petrolather 
wie oben entfernt, die alkalische Benzoesiurelésung auf 10 com mit Wasser 
aufgefillt. 1 ccm zur Bestimmung. Gef. 0,507 mg, 0,496 mg Gesamtbenzoe- 
sdure = 25,35 mg-°/,, 24,8 mg-°/,. Ein zweiter Harn wurde ebenso ver- 
arbeitet. Gef. 0,247 mg, 0,246mg Gesamtbenzoesiure = 12,35 mg-°/,, 
12,30 mg-°/,. Zur Bestimmung der freien Benzoesiure wird der Harn nach 
Ansauern direkt mit Petrolither ausgeschiittelt. 

5 ccm Serum, zugesetzt 1 ccm 5°/,ige Hippurséure, zur Fallung mit 
10 ccm 96°/,igem Alkohol versetzt. 7 ccm Filtrat mit 1 cem Lauge hydro- 
lysiert, weitere Verarbeitung wie oben. Ber. 34 mg Benzoesdure. Gef. 34,4 mg, 
in einem Parallelversuch gef. 34,6 mg, in einem weiteren Versuch wird 1 ccm 
einer 0,5°/,igen Hippursdurelésung zugesetzt. Ber. 3,4mg Benzoesiure. 
Gef. 3,4 mg und 3,6 mg. 


Spezifitét der Mohlerschen Reaktion. Zur Bewertung 
der Bestimmungsmethode ist die Spezifitat der Mohlerschen 
Reaktion von ausschlaggebender Bedeutung, insbesondere da es 
sich hier um Bestimmung einer aromatischen Saéure unter recht 
eingreifenden Bedingungen handelt. Voraussetzung fiir jede die 
Bestimmung stérende Substanz ist die Léslichkeit in Petrolather 
und die geringe Auswaschbarkeit aus der atherischen Lésung 
durch waBrige Flissigkeiten. Die 3 Oxybenzoeséuren, die hier 
von besonderem Interesse sind, geben keine Farbungen, nach 
Zusatz von Hydroxylamin héchstens einen hellgelben Farbton. 
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Zimtsiure*) und Phenylpropionsiure geben rotviolette bis violette 
Farben. Phenylessigséure gibt in kleinen Konzentrationen hell- 
celbe, in groBen schmutzigbraune Farben. Ebenso verhalten 
sich Phenol und Kresol. Gleichzeitig wurden Tyrosin und Phenyl- 
alanin geprift. Ersteres gibt keine Farbe, letzteres eine schéne 
rotviolette Firbung. Bei Anwendung der Methode auf den Harn 
wird also auf das etwaige Vorhandensein gréferer Phenol- und 
Kresolmengen zu achten sein. Andererseits kann man, wie aus 
den Zusatzversuchen bei Organen zu sehen ist, zugesetzte Benzoe- 
siure weitgehend wiederfinden. Fir die Blindwerte der Organe 
gilt ebenso wie fiir den Harn, daB wir nicht mit Sicherheit aus- 
sagen k6nnen, ob die als Benzoesiure colorimetrierten Substanzen 
vollkommen als Benzoesiiure aufgefabt werden diirfen oder nur 
als Farbaquivalente anzusehen sind. 


B. Uber den enzymatischen Umbau der Benzoesiure. Bei den 
Versuchen, die dahin gingen, zu Niere zugesetzte Benzoesdiure 
wiederum quantitativ zu bestimmen, war aufgefallen, dab dies 
nur bei sofortiger Verarbeitung des Nierenbreis, bei Zusatz groBerer 
Mengen eines Desinfiziens auch noch nach einiger Zeit moéglich war. 
Dazu kam noch, da8 die Blindbestimmungen, die zu verschiedenen 
Zeiten in einem Nierenbrei vorgenommen wurden, eine Abnahme 
des Blindwertes aufwiesen. Wir haben nun Versuche unternommen, 
um das Verhalten der Benzoesiure im Nierenbrei zu studieren. 

VersuchI, Pferdeniere 24 Stunden alt, vom Nierenbecken befreit, 
durch die Latapie-Miuhle getrieben. 

550 g Nierenbrei zum Versuch, davon 2mal 25 g zur Blindbestimmung. 
Gef. Gesamtbenzoeséure 0,68 mg, 0,68 mg. Die restlichen 500 g wurden 
in 2 Teile zu 250 g geteilt und 2 Versuche angesetzt. A. 250g Nierenbrei, 
5eem 2°/,iges Natriumbenzoat, 95 com Wasser. B. 250 g Nierenbrei, 5 ccm 
2°/,iges Natriumbenzoat, 95 ccm Wasser, 2ccm Toluol. In der folgenden 
Tabelle sind die zu den verzeichneten Zeiten in 35 g des Ansatzes (ist gleich 
25g Nierenbrei) bestimmten Mengen Gesamtbenzoeséure angegeben. 
Bei den zur Zeit 0 bestimmten Mengen sind die Blindwerte schon abgezogen. 
Versuchstemperatur 22°, 

Es wurden immer Doppelbestimmungen ausgefiihrt, d. h. zum gleichen 
Zeitpunkt 2mal 25 g vom Anfang an unabhangig verarbeitet. 

Dieser tiber 20 Stunden ausgedehnte Versuch zeigt deutlich, 
da8 sich im Nierenbrei mit der Zeit immer gréBere Mengen Benzoe- 
siure dem Nachweis entziehen und daB durch Zusatz von Toluol 
dieser Vorgang wesentlich gehemmt wird. 


*) Salicylsiure und Zimtsiure hat Grossfeld mit dem gleichen Er- 
gebnis gepriift. 
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Probe- 
entnahme 


nach 
Stunden 


oO, © 


VersuchA 





Gef. Gesamt- | /, 


benzoeséure des Anfangs- 


in mg |  wertes 
8,3; 8,5 100 

6,7; 6,8 80,4 
4,8; 5,2 59,5 
2,7; 3,1 | 34,5 


paaeniaee a 





Versuch B (Toluol) 





Gef. Gesamt- 
benzoesaure 


7,30; 7,5 





°/o 
des Anfangs. 
wertes 
100 
88,1 
76,2 
58,3 





VersuchII. Wie VersuchI A. 2 Stunden alte Niere. 





Blindwert in 


25 g 1,32; 1,56 mg Gesamtbenzoeséure. 250g Nierenbrei, zugesetzt 3 ccn 
2°/,iges Natriumbenzoat und 98 ccm Wasser. 








Probeentnahme 
nach Stunden 


0 
4 
8 


Gef. Gesamtbenzoesaure 





20 


Versuch III. Wie Versuch I A. 








0 
des Anfangswertes 


Andere Entnahmezeiten. 2 Stunden 


alte Niere. Blindwert in 25 g 1,64 mg, 1,65 mg Gesamtbenzoesaure. 
250 g Nierenbrei, zugesetzt 5 ccm 2°/,iges Natriumbenzoat und 95 ccm 


Wasser. 








Probeentnahme 





Gef. Gesamtbenzoesaure 





0 


0 
des Anfangswertes 


100 
64 
43,3 
29 


In allen drei wiedergegebenen Versuchen ist das Verschwinden 
von Benzoesiure mit der Zeit deutlich nachzuweisen. Wir haben 
nun versucht, emen Enzymextrakt herzustellen, um die fermenta- 
tive Natur des Vorgangs weiter, sicherzustellen. 


200 g Nierenbrei (5 Tage alte Niere) wird mit 400 ccm 87°/,igem Glycerin 


3 Stunden unter haufigem Umriihren stehen gelassen. 


Nach dieser Zeit 


wird scharf zentrifugiert und die iiberstehende rétliche Flissigkeit filtriert. 
Dieser Extrakt wird zu den Versuchen verwendet. 


VersuchIV. 40ccm Glycerinextrakt, 80 ccm Wasser, 12 ccm (an- 
nihernd) 0,2°/,iges Na-Benzoat. Sofort und nach 12 Stunden 2mal 33 ccm 


; 
{ 
; 
i 


verarbeitet. Hydrolyse mit 4 ccm 40°/,igem NaOH. 
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Methode zur Bestimmung der freien und gebundenen Benzoesdure usw. 1(] 














we Probeentnahme | Gef. Gesamtbenzoesaure °%o 
” nach Stunden in mg des Anfangswertes 
1. 0 5,7; 5,9 100 
. 12 4,7; 4,9 83 








Im folgenden Versuch wurde eine frische Niere (2 Stunden nach Ent- 
nahme in dem Schlachthaus) auf Extrakt verarbeitet. 
: Versuch V. 40ccm Glycerinextrakt, 80 ccm Wasser, 16 ccm an- 
| nihernd 0,2°/,iges Na-Benzoat. 








. Probeentnahme | Gef. Gesamtbenzoesaure °/o 

| nach Stunden in mg des Anfangswertes 
0 7,1; 6,9 100 
12 2,0; 2,3 31 








| Nach unseren Versuchen la8t sich zusammenfassend sagen, 

da Benzoeséiure sowohl durch Nierenbrei als auch durch Glycerin- 

extrakt aus Pferdeniere fermentativ zum Verschwinden gebracht 

'wird. Die hierbei beteiligten Fermente sind recht labil, denn sie 

‘werden einerseits durch Toluol deutlich in ihrer Wirkung ge- 

en | hemmt*), andererseits ist eine wesentliche Abschwachung ihrer 
_ Wirkung in nicht frisch verarbeiteten Nieren zu bemerken**), 

m § Die, soweit uns bekannt, erstmalig fiir das Tier- und Pflanzen- 
reich beobachtete fermentative Umsetzung von Benzoesaure ist 
in verschiedenen Richtungen von besonderem Interesse!4). Auf 
Grund der Verbreitung der Benzoesiure wird das nachgewiesene 
Ferment oder Fermentsystem hinsichtlich seines Vorkommens 
'und seiner Kinetik untersucht werden miissen. Bei Bilanz- 
| versuchen muB wohl die Zerst6rung der Benzoeséure mit in Rech- 

nung gesetzt werden. Es erhebt sich auch die Frage, ob die Ver- 
'bmdung mit Glykokoll oder mit Glucuronsiure die Benzoesiure 


n 
*) Nachtrag bei der Korrektur. Herr Professor Knoop macht 


uns darauf aufmerksam, daB die geringe Abnahme der Benzoeséure in dem 
mit Toluol versetzten Nierenbrei (Versuch I, B) nicht nur durch eine Hem- 
mung des Fermentsystems, sondern vielleicht auch durch Oxydation des 
| Toluols zu Benzoeséure zu erklaren ware. Wir sind Herrn Professor Knoop 
+ (_ tur diesen Hinweis besonders dankbar. Allerdings sprechen Versuche, bei 
denen unter Zusatz von Toluol aus dem gleichen Nierenbrei entnommene 
Proben zu aufeinander folgenden Zeiten keine Zunahme des Blindwertes 
- Zeigten, doch fiir einen Hemmungsvorgang. 
5 **) Kine wesentliche Beteiligung von Bakterien kann wohl nach dem 
zeitlichen Verlauf der Umsetzung ausgeschlossen werden. 
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unangreifbar macht oder durch die nun modgliche schnellere Aus. 
scheidung vor Zerstérung schiitzt. Der Umbau der Benzoesiiure 
diirfte wohl auf oxydativem Wege erfolgen*) und die gebildeten 
Oxyséuren zum Teil ausgeschieden, zum Teil vielleicht auch ver. 


brannt werden??). 
Zusammenfassung. 


1. Es wird iiber eine colorimetrische Methode berichtet, mit 
deren Hilfe freie und gebundene Benzoesiure in reinen Lésungen 
bis zu 0,1 mg bestimmt werden kann. Die Anwendung dieser 
Methode zur Bestimmung freier und gebundener Benzoesaure in 
Organen (und auch in Harn und Serum) wird beschrieben und 
ihre Verwendungsmoglichkeiten kritisch erértert. 

2. Mit Hilfe dieser Methode konnte der auf enzymatischem 


Wege erfolgende Schwund von Benzoesiiure in Nierenbrei und in § 


Glycerinextrakt aus Pferdeniere nachgewiesen werden. 


*) So wird Benzol nach den dlteren Beobachtungen von Nencki und 
Giacosa, Diese Z. 4, 325 (1880), auf oxydativem Wege auch ohne Ring. 
sprengung abgebaut. 
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Uber die Wirkung von f-Amylase auf einige Starkesubstanzen. 


(4. Mitteilung itiber enzymatische Amylolyse 
in der von M.Samec und E. Waldschmidt-Leitz 
begonnenen Untersuchungsreihe.) 


Von 
M. Samee. 
Nach Versuchen von R. Modic. 
Mit 6 (zus. 8) Figuren im Text. 
(Aus dem Chemischen Institut der Kénig Alexander-Universitét Laibach-Jugoslavien.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1935.) 


Die Erkenntnis, daB es Amylasen verschiedener Wirkungs- 
weise gibt, erdffnete uns einen neuen Weg zur Erforschung der 
Starkesubstanzen. Es lag nahe, nach dieser Methode unsere 
Hypothese zu iiberpriifen, daB die Jodfarbe derselben, welche mit 
der GréBe der Restvalenzen und mit vielen anderen wichtigen 
Kigenschaften der Stiirke eine ausgesprochene Symbasie zeigt, 
auf Besonderheiten in der organischen Konstitution (wie z. B. auf 
verschieden weit gespannten O-Briicken, auf verschiedener raum- 


licher Lagerung der OH und C—O—C-Gruppen) beruht?). Man 


kénnte hierbei annehmen, daB es in der Starke eine Atom- 
sruppierung gibt, welche auf Jodzusatz mit der blauen und eine, 
welche mit der roten Jodfarbe anspricht, oder man nimmt eine 
mit Jod sich anfirbende Gruppe an, welche bei véllig freier Aus- 
wirkung Jod unter Bildung der blauen Jodfarbe bindet, bei 
partieller Inaktivierung durch Assoziation, Verschraubung u. i. 
aber zur Ausbildung der roten Jodfarbe AnlaB gibt®®). 

Es wurde vielfach beobachtet, daB bei verschiedenen Amylasen 
die Jodfarbe nicht parallel dem Auftreten von reduzierenden 
Spaltungsstiicken abklingt‘). Allerdings wurde fast immer mit 





1) M. Samec u. M. Bline, Kolloidchem. Beih. 30, 163 (1929). 

2) M.Samec u. E. von Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 203, 16 (1931). 

5) G. A. van Klinkenberg hilt die zweite dieser beiden Hypothesen 
fiir annehmbar, fordert aber auBerdem die Existenz einer mit Jod sich nicht 
firbenden Stirkeform. Diese Z. 212, 193 (1932). 

*) Vgl. die Zusammenstellung bei G. A. van Klinkenberg, Ergeb- 
_nisse der Enzymforschung III, 74 ff. (1934). 
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»léslicher Starke Lintner“ gearbeitet. Diese ist jedoch kolloid. 
chemisch nicht einheitlich, sie enthalt neben ,,Amylo“- auch 
»Lrythro“-Substanzen, und es ist a priori nicht zu ersehen, o} 
die bei der Amylolyse auftretenden Produkte mit roter Jodfarbe 
aus dem einen oder dem anderen Anteil der léslichen Stirke 
stammen. 

Wir haben vor einiger Zeit diese Fragen unter Benutzung 
kolloidchemisch méglichst einheitlicher Starkeprodukte und mig. 
lichst gereinigter Amylasen neuerlich untersucht’). 

Die Amyloamylosen, welche mit Riicksicht auf die Jodfarbe 
einheitlich sind, werden zwar sowohl von Pankreasamylase (a), 
als auch von Gerstenamylase (@) und von Malzamylase (« + {) 
volistindig verzuckert, wenn man nur gentigende Enzymmengen 
verwendet. Doch ist die Geschwindigkeit der Verzuckerung und 
vor allem aber der Verlauf des Reduktionsvermégens und der 
Anderung der Jodfarbe von Amylase zu Amylase verschieden, 
Bei der Amylolyse mit Pankreasamylase (a) springt die Jodfarbe 
bei einem Verzuckerungsgrade von etwa 25°/, Maltose in Blaurot 
um und klingt tiber rotbraun so rasch ab, daB sie bei 45°, 
Maltose verloren ist; bei Gerstenamylase (8) bleibt die Jodfarbe 
bis zum Verzuckerungsgrade von iiber 90°/, Maltose blau, wird 
dann violett und schlieBlich rosa. Die Malzamylase liegt zwischen 
diesen beiden (Tab. 1). 























Tabelle I. 
Verzuckerungsgrad und Jodfarbe bei der Hydrolyse der Amylo—Amylosen. 
Verzuckerungs- Jodfarbe bei 
grad ‘ae 
in °/, Maltose Pankreas | Malz Gerste 
= ma —— ae — 
25 blau-rotstichig blau blau 
32 dunkelrot » - 
39 rotbraun - - 
45 braun a » 
49 gelbbraun blauviolett ” 
55 farblos ‘. » 
12 2 ” ” 
81 .” rosa 9 
92 % farblos blau-violettstichig 
98 i ¥ violett 
100 ” % rosa 











Die Erythroamylosen (deren Jodfarbe bei Zusatz von wenig 
Jod violettrot, bei Jodiiberschu8 rot ist) werden nur von Malz- 
amylase voéllig verzuckert; das Pankreasenzym fihrt zu etwa 70°, 
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Uber die Wirkung von f-Amylase auf einige Stirkesubstanzen. 105 


| und das Gerstenenzym zu 56°/, Maltose. In allen Fallen ver- 
'jangsamt sich die Spaltung zwischen einer 40—50°/, igen Ver- 
'guckerung. Die rote Jodfarbe bleibt bei allen diesen Enzymen 


bis zu einer 60°/,igen Verzuckerung bestehen, geht dann in 


/ Braunrot iiber und verschwindet in den héchsten Verzuckerungs- 


graden ganzlich. - 
Die vorliegende Arbeit hat eine weitere Uberpriifung unserer 


: Hypothese zum Ziele. Wir benutzten hierzu eine #-Amylase, 
' welche nach von Klinkenberg besonders gereinigt und auf die 
| Einheitlichkeit gepriift worden ist). 




































100 |- . ‘Amyloamylose+ Gersteamylase__ _ 
» Amyloamylose + Malzamylase 
al Amyloam Jose +Pankreas Amylase 4 
P i itt | 
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60 L| Erythroamylose +Mal2 Amylase a 
ae ares ; 
mylaserFanKreas 
PAR Trythroamy , 
30 a 
zo 
7 hesktionsdaver in Minuten —» | 
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4 0 0 0 0 50 6 % 0 9 00 10 130 Wd 150 10 
Fig. 1. 


Als Substrat verwendeten wir die Kartoffel-Amyloamylosen (typische 
Amylosubstanz), die lésliche Stirke Lintner- und die Fouardsche Starke 


| (Mischungen von Amylo- und Erythrokérper), die Erythroamylosen aus 


Kartoffel und das Amylodextrin von A. Meyer (als Vertreter der Erythro- 


| korper). 


Die Lintner- und die Fouardsche Stirke unterscheiden sich von- 


_ einander vor allem im Dispersititsgrad. Die erstere enthilt Teilchen von 


der GréBenordnung M ~ 20000, die letztere Teilchen der GréBe M ~ 5000. 


' Beide enthalten gebundene Phosphorsiiure. In den Erythroamylosen finden 
_wir in kleinen Mengen noch die jodbliuende Atomgruppierung vor, ihre 


TeilchengréBe schwankt zwischen M ~ 150000 und 250000. Das Meyer- 


' sche Amylodextrin ist ein reiner Erythrokérper von der mittleren Molar- 
| gréBe M ~ 4200. 


Das Enzympriparat stellten wir aus Weizen genau nach den Angaben 


von G. A. van Klinkenberg dar [°), S. 257/8]. 200 g Weizenkérner lieferten 


1,6 g §-Amylase, welche sich bei der Untersuchung nach Klinkenberg 


|, S. 253—255] als einheitlich erwies. Die Aktivitiét unseres Priiparates 
war 1,61 mal gréBer als bei Klinkenberg, so da einer Enzymlésung 
_1:1000 60 mg @-Amylase in 100 g Lésung entsprechen’). 


) Diese Z. 209, 253 (1932). °) N.Schoorl, Chem. Weekbl. 9, 678 (1912). 
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In der Darstellung der Stiirkepriparate schlossen wir uns bekanntey 


Methoden an [?), S. 164, 5), S. 258, 7%]. 


Abbaugrenze. 


Bei diesen 5 Substanzen wurde unter gleicher Bedingung die Abbau. 
grenze mit der #-Amylase bestimmt [*), S. 176]. Die Konzentration des 
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Fig. 3. 


Substrates muBte mit Riicksicht auf die verschiedene Stabilitit der Sole 


verschieden gewihlt werden, die Enzymkonzentration war jedoch in allen f 


Fillen gleich. 


Die Ergebnisse sind aus den Figg. 2 und 3 ersichtlich, in f 
welchen wir die Maltose in Prozenten der Theorie (105,5°/,) und J 


die Jodfarbe anfiihren. 

Die Amyloamylosen werden anfangs relativ langsam ver- 
zuckert, die Zuckerbildung liuft aber ohne eine deutliche Ver- 
zogerung weiter und erreicht die theoretisch erwartete Grenz¢ 


von iiber 105,5°/, Maltose. 


’) A. Meyer, Untersuchungen iiber die Stirkekérner, 8. 31. 
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Uber die Wirkung von f-Amylase auf einige Stiirkesubstanzen. 1(7 


inten Die Lintner- und Fouardsche Starke, welche beide aus 
Amylo- und Erythrokérpern aufgebaut sind, werden von der 
6-Amylase anfangs viel schneller verzuckert als die Amyloamylose, 
der VerzuckerungsprozeB erfahrt aber zwischen 60 und 70°), 
Maltose praktisch sein Ende. 

Die dritte Gruppe bilden die beiden Erythrokérper. Auch 
diese beiden hydrolysieren anfangs rasch, doch bleibt die Reaktion 
schon nach Erreichen von 40—50°/, Maltose stehen. 
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Fig. 4. 


Abklingen der Jodfarbe. 


Das Verhalten der Stiirkesubstanzen zu Jod indert sich 
wihrend der Amylolyse auf zweierlei Art: 
1. es wechselt der Farbenton, und 
: 2. es Andert sich die Farbenintensitit. 
ole Man kann diese Phinomene folgendermafen quantitativ aus- 
len werten: 
a) Zu einer verdiinnten Stirkelésung (z. B. 0,03°/, Trockengehalt) 
If setzt man wachsende Mengen einer verdiinnten ('/,.) n) JKJ-Lésung und 
nd { colorimetriert gegen eine konstant gehaltene J-Stirkeliésung. Je mehr Jod 
man zugesetzt hat, desto intensiver wird die Farbe, um so kleiner muB die 
F] liissigkeitsschicht gewihlt werden, damit im Colorimeter das ihr ent- 
sprechende Gesichtsfeld dem Vergleichsfelde gleich hell wird. Anfangs 
iT haben geringe Jodmengen sehr groBe Wirkung, spiter wird der Einflu8 
Ze des Jodzusatzes nur sehr gering und es entspricht die Verstiirkung der Farbe 
nur der intensiveren Eigenfarbe der Jodlésung. In einem Koordinaten- 
system, in welchen man die zugesetzte Jodmenge als Abszisse gegen die 
Schichtdicke der Jodstirkelésung (in unserem Falle direkt die Skalenteile 
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am Colorimeter Duboscq) als Ordinate eintrigt, erscheinen Kurven yom 
Typus der Fig. 4. Sie gehen nach Uberschreiten einer gewissen Jodmenge 
in eine Gerade tiber. Man kann aus ihnen die Jodmenge schiitzen, bei 
welcher dieser Ubergang erfolgi und bekommt so Anhaltspunkte iiber die 
relative Menge der mit Jod sich firbenden Stirkesubstanz. So gefundene 
Zahlen finden sich in der Tab. III. 

b) Sind nicht einheitliche Amylokérper in Lésung (bei welchen nach 
Absiittigung mit Jod die griine Mischfarbe von Blau und Gelb erscheint), 
so schligt bei Zusatz wachsender Jodmengen die blaue Jodfarbe in Violett 
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Fig. 5c. Amyloamylose. 


um. Da wir wissen, daB bei Koexistenz der Amylo- und Erythrokérper 
das Jod zuerst vorwiegend an die ersteren angelagert wird, erlaubt der 
erwihnte Farbeniibergang eine Schiitzung der relativen Menge der Amylo- 
kérper. Das Beispiel eines solchen Versuches gibt Tab. I]. Auf diesem 
Wege erhaltene Zahlen verzeichneten wir in der zweiten Rubrik der 
Tab. III. 

c) Colorimetriert man die mit Jod gesiittigten jeweiligen Hydrolysate 
gegen das mit Jod gesittigte Ausgangsprodukt, kann man unmittelbar die 
jeweils vorhandene relative Menge der mit Jod sich fiirbenden Stirkeform 
schitzen (Fig. 5a—c). 

Bei aller Vorsicht, welche bei solchen colorimetrischen Beob- 
achtungen geboten ist, kénnen wir aus unseren Versuchen folgende, 
immer wiederkehrende Tatsachen herauslesen: 
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vom 
nge —— ES 
- Lintnerstiirke Fouardstirke Erythroamylase 
ie A pessialans 
lene B C B C B | C 
ach BF o50 | 40,0|  dunkelblan | 40,0| dunkelblau | 60,0| dunkelblau 
nt), 0,75 | 20,0 a 21,8 | " 32,1! blauviolett 
lett 1,25 | 14,5 Vs 13,0 ‘a 20,0 __—iviolett 
1,75 | 11,0 | dunkel-violettstich.| 9,5 | blau-violettstich.| 16,3 rotviolett 
2,75 | 8,5 blauviolett 8,0 blauviolett 12,6 karminrot 
3,75 7,4 violett 7,2 - 11,0° “s 
5,75 | 6,9 rotviolett 6,9 hellviolett 10,8 orange 
7,75 | 6,2 ‘9 6,4 | ” 
11,75 | 5,9 
A = cem n/100-Jodlésung in 50 ccm 0,03 °/, Stirkelésung; 
B = die Schichtdicke in Einheiten der Colorimeterskala; C = die Jodfarbe. 
Tabelle IIL 
100cem Substratlésung, 50ccm Citratpuffer, 50cem Enzymlésung 1:1000, 40° 
Hydro- | Verbrauchte Menge Jod |] Hydro- | Verbrauchte Menge Jod 
lysen- zur Erzielung lysen- zur Erzielung 
dauer | des Farben-/des violetten|}| dauer | des Farben- | des violetten 
Stunden | maximums | Farbentons Stunden | maximums | Farbentons 
1. Amyloamylase 0,64 °/). 4, Erythroamylose 1,0 °/,. 
0 2,75 | 0 3,75 | 0,75 
1 115 1 3,75 | 0,50 
9 1775 Kein 2 3,75 | 0,50 
3 1,75 | 3 3,75 0,50 
5 1,25 Umschlag 5 3,75 0,50 
24 0,75 | a4 3,75 0,50 
53 0,75 | 5. Amylodextrin 1,9 °/,. 
" 2. Lintnerstiirke 2 °/,. 0 5,75 | 
er _ % ' 1 575 
0- 0 3,75 1,75 9 or | Kein 
“1 v4 2 5,75 | 
m : oya0 me 3 5,75 | Umschla 
2 3,75 1,25 ; wee. 4 6 
l 8 3,75 | 0,%5 Pr a. | 
5 3,75 | 0,50 7 — 3 
te 24 3,75 0,50 
: 3. Fouardsche Stiirke 1,1 °/). 
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Die Hydrolyse der Amyloamylosen mit f-Diastase fiihrt selbst 
in sehr hohen Verzuckerungsgraden (90°/, Maltose) zu keiner 
wesentlichen Anderung der Jodfarbe. 

Die jodbliuende Starkeform geht im Laufe der Hydrolyse 
verloren, und wir brauchen zur Erzielung des Farbmaximums 
um so weniger Jod, je weiter die Verzuckerung gediehen ist. 

Die Lintner- und die Fouardstirke, welche schon a priori 
neben Amylo- auch Erythrosubstanzen enthalten, verlieren in den 
ersten Stadien der Hydrolyse die Amylokérper; die Jodfarbe wird 
um so friither violett, je weiter der Abbau gediehen ist. 

Die Erythroamylose hat nur eine kleine Menge Amylosubstanz, 
im Erythrodextrin fehlt diese ginzlich. Bei diesen beiden rutt 
der Zusatz wachsender Jodmengen daher wihrend der ganzen 
Hydrolysendauer keine prinzipielle Anderung der Jodfarbe 
hervor*. 

In allen Fallen, wo jodbliuende Stiirkeanteile anwesend sind, 
sehen wir also zuerst diese schwinden. Wie eingangs erwihnt, 
denkt sich Klinkenberg die Starke aus zwei mutameren Formen 
aufgebaut, von denen die eine (a-Stiirke = 36°/, der Gesamtmenge) 
mit Jod Farbungen liefert, die andere (3-Stiirke = 64°/,) aber von 
Jod nicht angefirbt wird. Bei der Hydrolyse mit a-Diastase 
wirde die «-Stirke verbraucht werden, die #-Stirke wiirde sich 
zur Herstellung des Gleichgewichts in die e-Form umlagern, 
welche wieder verzuckert werden wiirde. Auf diese Weise wiirde 
die Jodreaktion demnach erst verschwinden, wenn die Ver- 
zuckerung beendet ist. Die Umlagerung in die #-Stirke wiirde 
jedoch unter den von Klinkenberg (und uns) eingehaltenen Be- 
dingungen auBferordentlich langsam erfolgen, und diesem Umstand 
hitten wir zu verdanken, daB man bei der #-diastatischen Hydro- 
lyse regelmiBig eine dem vermutlichen Gehalte an f-Stirke ent- 
sprechende Abbaugrenze von 64°/, beobachtet. Dieser Ansicht 
zufolge miiBten wir bei der $-diastatischen Hydrolyse wohl ein An- 





*) Wiahrend also bei den Amyloamylosen die zur Erzielung des Farben- 
maximums notwendige Jodmenge mit fortschreitender Hydrolyse sichtlich 
abnimmt, bleibt sie bei den anderen hier studierten Stirkearten (bei welchen 
also mit Jod ein braunroter Endton erreicht wird) praktisch unverindert. 
Ob dies in der Methode begriindet ist, insofern als der Unterschied im 
Farbanteil der rotbraunen Jodstiirke und die gelbbraune Jodlésung nicht 
mit geniigender Schirfe priizisiert werden kann, oder ob tatsichlich ein 
anfiingliches Abbinden des Jod unter Bildung von nicht firbenden Stoffen 
einsetzt, wollen wir vorlaufig dahingestellt sein lassen. 
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wachsen des Reduktionsvermégens, jedoch ein praktisch nicht 
nennenswertes Nachlassen des Farbevermégens mit Jod beobachten. 

Unsere Versuche (Fig. 5) zeigen aber, daB bei Wirkung der 
s-Amylase diese beiden Kigenschaftsinderungen véllig symbat ab- 
laufen, und laut Fig. 6, in welcher die Colorimeter-Skalenteile als 
Ordinate gegen die Milligramm-Maltose als Abszisse aufgetragen 
sind, im Anfang der Hydrolyse zueinander sogar fast linear pro- 
portional sind. Erst nachdem etwa 35—40°/, Maltose gebildet 
worden sind, zeigen die Linien Kriimmungen; bei der Lintner- 
stirke und bei der Amyloamylose schwindet im Gegensatz zu der 
Hypothese von Klinkenberg die Jodfarbe rascher, als Maltose 
gebildet wird. Wenn wir demnach weiterhin an eine Koexistenz 
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Fig. 6. 


von stereoisomeren Stiirkeformen denken (was viele Griinde fiir 
sich hat), so diirfen wir diesen beiden wohl nicht jene extreme 
Differenzierung gegen Jod (farbend — nicht firbend) zuschreiben, 
wie Klinkenberg es meint. 


Die Restkorper. 

Den Restkérper, welcher bei der Einwirkung der f-Diastase 
auf Lintnerstirke erhalten wird, nannte Wijsman und mit ihm 
Klinkenberg ,,Erythrogranulose“. Er bildet ein weifes Pulver, 
welches sich im Wasser zu einer opalescierenden Fliissigkeit lost, 
nach Klinkenberg keine Kigenreduktion hat und mit Jod je nach 
den Versuchsbedingungen eine purpurne oder blaue Farbe gibt. 

Wir stellten diesen Kérper nach der Vorschrift von G. A. 
van Klinkenberg [5), 8.263] aus der Lintnerstirke, Fouard- 
schen Stiirke, aus den Erythroamylosen und aus dem Amylodextrin 
Meyer dar. Bei den Amyloamylosen, welche langsam zu 100°/, 
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verzuckert werden, kann man natiirlich von einem Restkérper 
nicht sprechen. 


Zu einer womdglich 3,3°/, igen Stiirke oder Dextrinlésung von 40° C 
wurde ein Zehntel des Volums einer n/10-Citrat—Pufferlésung, po = 4,8 zu- 
gesetzt. Auf je 900 cem der warmen Mischung kamen unter griindlichem 
Mischen 100 cem einer Lésung von 100 mg §-Amy.ase in 100 cem Wasser, 
Nach 24 Stunden unter Toluol wurde die gleiche Menge Amylaselésung 
beigefiigt, nach 48 Stunden der Inhalt bis zum Sieden erhitzt, filtriert, im 
Vakuum bei 45°C auf ein Drittel des urspriinglichen Volums eingeengt, 
mit Aceton (60°/, Endkonzentration) gefillt und das ausgeschiedene Dextrin 
noch zweimal aus einer wo méglich konzentrierteren wiBrigen Liésung mit 
Aceton bis 60°/, umgefiallt, mit reinem Aceton ausgewaschen (wobei die 
kisige Substanz fester wurde), im Mérser zerrieben und dann mit Ather 
mehrere Tage digeriert. Der Ather wurde am ersten Tage mehrmals, dann 
jeden Tag nur einmal durch frischen ersetzt. Zuletzt wurde die Substanz 
im Vakuumexsiccator getrocknet. Die einzelnen Phasen der Reinigung kon- 
trollierten wir mit der optischen Drehung. Die Differenzen lagen schlieBlich 
im Bereiche der Versuchsfehler. 


Vom erhaltenen Material bestimmten wir ferner die Jodfarbe 
und das Reduktionsvermégen. 


2 cem einer 2°/, igen Lésung des Grenzdextrins wurden in einem Erlen- 
meyerkolben mit 10cem n/10-Jodlésung und 15 cem n/10-NaOH-Lésung 
vermischt. Der verkorkte Kolben wurde 15 Minuten stehen gelassen, dann 
mit 5ccm 20°/,iger H,SO, angesiuert und das ausgeschiedene Jod mit 
n/10-Thiosulfatlésung titriert. Parallel wurde der Verbrauch von n/10-Na,S,0, 
fiir 10 cem n/10-Jodlésung ermittelt. 

Aus der Differenz der beiden Werte wurde die Menge der Maltose 
(1 cem n/10-Jod ... 17,15 mg Maltose) und dann das Reduktionsvermégen 
des Grenzdextrins in Prozenten der Maltose berechnet. 

Aus diesen Werten kann man die Anzahl von Glucoseresten schitzen, 
die auf je eine —CHO-Gruppe kommen: man berechnet die Reduktions- 
vermégen von Zuckerarten mit verschieden vielen Glucoseresten auf je eine 
reduzierende Gruppe und vergleicht sie mit dem Reduktionsvermégen der 
Grenzdextrine. 


Kine kleine Menge des Restkérpers wurde schlieBlich mit 
Salzsiiure hydrolysiert und abermals das Reduktionsvermégen 


bestimmt. 

2 cem derselben 2°/, igen Grenzdextrinlésung und 2 cem n/1-HCl- 
Lésung wurden in eine lange Eprouvette pipettiert, mit einer kleineren in 
der Mitte ein wenig ausgeblasenen Eprouvette bedeckt und fiir 3 Stunden 
in ein siedendes Wasserbad gesetzt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde der 
abgekiihlte Inhalt der Eprouvette in einen Erlenmeyerkolben ausgespiilt, 
10 ecem n/10-Jodlésung und tropfenweise 50 cem n/10-NaOH-Lisung 2zu- 
gesetzt, nach 15 Minuten mit 5ccm 20°/,iger H,SO, angesiuert und das 
ausgeschiedene Jod mit n/10-Thiosulfatlésung titriert. Der Zuwachs des 
Reduktionsvermégens berechnet sich wie folgt: 


Dah 
Der Zuwachs in Prozenten = ——= - 100 
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Dabei bedeutet: 

a = der Verbrauch von ccm n/10-Jodlésung bei der Bestimmung des 
urspringlichen Reduktionsvermégens, 6 = der Verbrauch von cem n/ 10-Jod- 
lésung nach der Hydrolyse mit Siuren. 


Dieses erméglicht uns eine Schiitzung der Kettenlinge nach 


dem relativen Gehalte an C€}1-Gruppen, oder aus der Zunahme 


des Reduktionsvermégens nach der Siurehydrolyse. In der Tab. IV, 
welche eine Ubersicht iiber die Resultate gibt, fiihren wir die auf 
diesem Wege gefundene Anzahl der Glucosereste an. 


Tabelle IV. 

















Reduktions- | Reduktions- | Zahl der 
vermégen | Vermogen Glucose- 
Substrat a, | Jodfarbe*) : °6 nach 8stiind.} _reste 
in °/ Sdure- in einer 
Maltose hydrolyse Kette 
Lintnerstirke . | 193 | violett | 1606 | 1140 | 13 
rot 
Fouardstiirke . | 197 violett 14,36 1348 14,5 
rotbraun 
Erythroamylose | 182 blau 13,30 1396 15,5 
rotviolett 
Dextrin Meyer | 1°6 | rotorange 15,46 1171 13,5 
gelborange 














Diese Restkérper wiirden nach Klinkenberg die «-Stirke 
vorstellen. Eine Isolierung derselben gelingt, wie wir sehen, nur 
bei jenen Stirkepriparaten, welche nach unserer jodcolori- 
metrischen Klassifizierung zumindesten einen T’eil von ,,Krythro“- 
Substanzen oder Erythrobindungen enthalten. Die Ausbeute ist 
um so gréBer, je reicher das Substrat an der ,,Erythro“-Komponente 
ist. Da wihrend der f-diastatischen Hydrolyse die jodblauenden 
Anteile schwinden ist es verstandlich, daB die Restkérper selbst 
zu den Erythrosubstanzen gehéren. In der Jodfarbe und im 
optischen Drehungsvermégen stehen sie also faktisch dem Aus- 
gangsprodukte nahe. 

Im Gegensatz zu Klinkenberg aber beobachteten wir an diesen 
Erythrogranulosen ein schwaches Reduktionsvermégen. Da wir 
die Reinigung bis zur Konstanz des optischen Drehungsvermégens 





*) 0,03 ,ige Lésung + 1/19, n-JKJ. Die erste Farbenangabe bezieht 
sich auf die Farbe mit wenig Jod, die zweite bei Jodsittigung. Colori- 
meter Duboseq. Vgl. S. 107. 
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fortsetzten, kann man schwer die Ursache dafiir in noch mecha- 
nisch anhaftenden Maltoseresten suchen. Es fand iibrigens kiirzlich 
auch W. N. Hawort®) bei Einwirkung von Gerstendiastase redu- 
zierende Restkérper, deren Kettenlingen je nach der Arbeits- 
bedingung 16—18 oder 10—12 Glucoseeinheiten betragen, wihrend 
unsere Restkérper nach ihren Reduktionsvermégen aus 13 bis 
15 Glucoseeinheiten (M ~ 2000) aufgebaut sind. 

Ohne Riicksicht auf den Verteilungsgrad der Ausgangs- 
substanzen macht also die (#-diastatische Hydrolyse in allen 
unseren Fiillen bei einer Teilchengréfe von M ~ 2000 halt. 


Ubersicht. Jodcolorimetrische und enzymatische Differenzierung. 


Das Wesen unserer Fragestellung war: 

1. Reagieren einheitliche Amylasen mit jodcolorimetrisch 
unterschiedenen Starkeprodukten verschieden? 

2. Finden sich bei jodcolorimetrisch differenzierten Stiirke- 
abkémmlingen Unterschiede zwischen der e- und f-diastatischen 
Hydrolyse? 

Beide dieser Fragen miissen wir bejahen (Tab. V). 


Tabelle V%*). 


Prozente Maltose, bei welchen die Verzuckerung gehemmt wird. 





























a-Amylase 
er | 8-Amylase | «-f-Amylase 
aus Malz |, 248 aus Weizen | aus Malz 
| Pankreas 

Amyloamylose .. | 80 103 100 
Lintnerstiirke . . . 50 K | 60,64 (K) 77 
Fouardstirke .. . 64 
Erythroamylose . . | 56 42 78—100 
Dextrin Meyer . . 49 57 
Glykogen. .... 26—30 K 10 K 
Erythrogranulose . 32—35 Ks 4K 


8) W. N. Hawort, Chemistry and Industry 1934, 1059. 

*) Die mit ,,K“ bezeichneten Zahlen entnahmen wir der vielfach zitierten 
Arbeit von G. A. van Klinkenberg. Die Hydrolyse mit Malzauszug fiihrten 
wir in besonderen Serien durch. Hierzu wurde Gerste unter Wasser 3 Tage 
bei tiglichem Wasserwechsel aufweichen gelassen und dann in einer 2 cm 
dicken Schicht auf Filter ausgebreitet und mit Filtrierpapier bedeckt und 
bei Zimmertemperatur keimen gelassen. Nachdem die Triebe doppelt so 
lang geworden waren wie die Kérner, wurden die Keimlinge mit Wasser 
zerquetscht. Hierbei nahmen wir immer eine 10g lufttrockner Gerste 
(= 240 Kérner) entsprechende Menge gekeimter Gerste samt Trieben 
(240 Kérner = 28 g) und 50 ccm Wasser und extrahierten 12 Stunden. Nun 
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Ad 1. Die ,Amylo“-Amylosen, unsere typischen ,,Amylo“- 
kérper, werden sowohl von e@- als auch von #-Amylase vollstindig 
verzuckert, bei allen anderen bisher untersuchten Starkeprodukten 
aber (Mischungen von Amylo + Erythrosubstanzen, mehr oder 
weniger einheitlichen Erythrosubstanzen) erleiden beide Diastase- 
wirkungen vor Erreichen einer vollstandigen Verzuckerung eine 
Hemmung. Diese tritt um so friiher ein, je geringer der jodcolori- 
metrischen Schitzung zufolge der Anteil an Amylosubstanz ist). 
Im Gegensatz hierzu werden die Erythroamylosen durch H,0O, 
rascher hydrolysiert als die Amyloamylosen. 


Ad. 2. Die Unterschiede zwischen der a- und #-diastatischen 
Hydrolyse sind quantitativer Natur. Die Erythrokérper werden 
durch @-Amylasen im allgemeinen weitergehend verzuckert als 
durch #-Amylasen, die Amylokérper aber greift die a-Amylase 
schwerer an; wir sehen bei einem Verzuckerungsgrade von 80°/, 
eine deutliche Hemmung, wihrend die #-diastatische Hydrolyse 
sleichmiBig bis zum Ende abliuft. Amylosubstanzenreiche 
Mischungen von Amylo- und Erythrokérpern (Lintner, Fouard) 
sprechen wieder konform damit besser auf f- als auf e-Amylasen an. 

Sind beide Diastasen nebeneinander vorhanden (Malz) geht 
die Hydrolyse aller Substrate weiter als mit einer der beiden 
Amylasekomponenten. 

Bei der Hydrolyse mit f-Diastase werden die jodbliuenden 
Atomgruppen zerstért ohne in Erythrogruppen iibergeftihrt zu 
werden, a-Amylasen aber verwandeln die jodbliuenden Atom- 
gruppen in jodrétende und zerstéren auch diese lange bevor eine 
totale Verzuckerung erreicht ist. 

Eine Erklirung dieser Tatsachen erméglicht folgender Ge- 
dankengang. Die Hauptunterschiede im Verhalten gegen §-Amy- 
lasen kénnen nicht im Dispersititsgrad liegen, denn im Hydrolysen- 


wurde zunichst durch eine Nutsche ohne Filterpapier abgenutscht, dann 
filtriert und unter Toluol im Frigidaire aufbewahrt. Die Wirksamkeit der 
Enzymlésung wurde bei p;; = 5,1 und 37° (Citratpuffer) nach Willstitter, 
Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse [Methodik der Fermente, Lief. III, 
891 (1928), Diese Z. 126, 155 (1922/23)] mit léslicher Starke Kahlbaum als 
Substrat bestimmt. 1 cem Malzextrakt enthielt 0,10330 Amylaseeinheiten. 
Zur Bestimmung des Verzuckerungsgrades lieSen wir eine 100 mg Stirke- 
substanz entsprechende Menge Liésung und eine 0,02066 Amylaseeinheiten 
entsprechende Menge Malzauszug bei 37° reagieren und bestimmten nach 
3 und 6 Stunden die Maltose jodometrisch nach Willstatter und Schudel 
[Methodik der Fermente, III, 888 (1928)]. 

*) M. Samec, Kolloidchem. Beih. 33, 116 (1931). 
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verlauf schlieBt sich die Stirke Lintner (M~ 20000) der jod- 
colorimetrisch verwandten Fouardschen Starke (M~6000) an 
und die Erythroamylose (M ~ 200000!) wurde analog verzuckert 
wie das Dextrin Meyer (M~4500). Zwischen den verschieden 
dispersen Vertretern desselben Stiirketypus besteht nur insofern 
ein Unterschied, als die feiner dispersen Produkte rascher zerlest 
werden als die gréber dispersen. 

Wir begegnen aber keinen Widerspriichen, wenn wir die 
Differenzierung in der Jodfarbe, sowie die verchiedene Angreif- 
barkeit durch Amylasen auf ein und dieselbe Ursache, namlich 
auf die verschieden starke Auswirkung der Restvalenzen, zuriick- 
fiihren. Die ,Amylo“-Substanzen sorbieren nicht nur viel Jod, 
sondern lagern auch das Enzym intensiver an, wodurch besonders 
giinstige katalytische Verhiltnisse geschaffen werden. Bei den an 
Restvalenzen armeren Erythrokérpern erfolgt die Enzym-Anlage- 
rung in geringerem Umfange und die Umstiinde der Enzym- 
wirkung sind weniger giinstig”*). 

Da bei gleichzeitiger Anwesenheit der Amylo- und Erythro- 
substanzen die Sorbenda zuerst an die ersteren angelagert werden, 
schwindet zuerst die blaue Jodfarbe. 


Bei der Hydrolyse mit Wasserstoffperoxyd liegen die Verhilt- 
nisse umgekehrt. H,O, wird durch Stirkesubstanzen geschiitzt, 
die Amylokérper, welche stark sorbieren, schiitzen erfahrungs- 
gemi8 besser als die Erythrokérper®), weshalb an diesen die 
Wirkungen des H,O, stirker zur Geltung kommen. 


Um ein Bild iiber den ungleichen Ablauf der Jodfarbe und 
der Verzuckerung zu bekommen, miissen wir uns vor Augen 
halten, daB allem Anscheine nach das Zustandekommen der Jod- 
farbe die gleichzeitige Anwesenheit von mehrerlei Sauerstoffgruppen 
notwendig ist, wie der OH-Gruppe des Briickensauerstoffes und 
des Ather—Sauerstoffes. Werden z. B. die OH-Gruppen besetzt 
(Veritherung, Acetylierung, Methoxylierung), so klingt die Jodfarbe 
bei fortschreitender Reaktion ihnlich ab wie bei der Hydrolyse 
mit «-Diastasen. Da solche Diastasen viel rascher die Jodfarbe 


*) Méglicherweise sind die O-haltigen Gruppen gegeneinander derart 
gelagert, da8 ein Herankommen des Enzyms riumlich unmittelbar behindert 
ist. Das an Erythrokérpern reiche Amylopekton erweist sich auch bei 
der Acetylierung als resistenter und soll bei schonendem Vorgehen nur ein 
Diacetat liefern ). 

10) W.S. Reich u. A. F. Damewski, C.r. Acad. Sci. 196, 1610 (1933). 
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yernichten als reduzierende Gruppen freilegen, liegt es nahe, ihren 
Angriffspunkt entweder an die OH-Gruppe oder an den Ring- 
sauerstoff zu verlegen !%), 

Es wird Aufgabe der nun folgenden Untersuchungen sein, 
festzustellen, ob die c-Amylasen an diesen Atomgruppen chemische 
Umsetzungen katalysieren”*). 

Dementgegen bevorzugen die #-Diastasen den Ather—Sauer- 
stoff und legen bei Schonung der anderen O-Gruppen reduzierende 
Substanzen frei. 

Es ist ohne weiteres denkbar, daB eine Enzymform die Stirke 
ohne besondere Abdeckung der die Jodfirbung bedingenden Atom- 
sruppen angreift, die andere, sterisch anders aufgebaute, aber 
zwangsliufig auch diese Atomgruppen zumindestens abschirmt. 

Ebenso kann die bessere Hydrolysierfahigkeit der Erythro- 
kérper durch @-Diastasen und die bessere Hydrolysierfaihigkeit 
der Amylokérper durch f-Diastasen auf sterischen Verhiltnissen, 
im Sinne einer spezifischen Anpassung des Enzyms an das Sub- 
strat, begriindet sein. 

Unsere Arbeitshypothese, daB organisch konstitutiv begriin- 
dete Unterschiede in der Restvalenz viele Merkmale der Stirke- 
substanzen bestimmen, kénnen wir mithin auch auf Grund dieser 
neuen Versuche aufrecht erhalten. Die MHypothese scheint 
uns einen Standpunkt zu bieten, von dem aus die verworrenen 
kolloidchemischen und enzymchemischen Anderungen der Stirke 
einer weiteren Klirung zugefiihrt werden kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage untersucht, 
ob jodcolorimetrisch differenzierte Stiirkesubstanzen Unterschiede 
bei der Hydrolyse mit f#-Diastase aus Weizen zeigen. 

2. Zur Untersuchung kamen Amyloamylosen, Lintnerstirke, 
Fouardsche Starke, Erythroamylosen und Dextrin Meyer, alle 
aus Kartoffelstirke dargestellt. 

3. Im Hinblick auf die Zuckerbildung ergaben sich folgende 
drei Typen: 

*) Da das Assoziationsbestreben eine Funktion der Restvalenzen ist, 
werden Amylasen, welche an den die Jodfarbe bedingenden Atomgruppen 
angreifen, auch einen Molatzerfall herbeifiihren, was duBerlich in einem be- 


sonders raschen Abfallen der Zihigkeit zum Ausdruck kommt (verfliissigende 
Diastase). Vgl. Fig.1 bei M. Samec, Kolloidchem. Beih. 10, 295 (1919). 
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a) Amyloamylosen; diese werden relativ langsam verzuckert, 
Die Verzuckerung liuft ohne besondere Hemmung bis zum theo- 
retischen Ende ab. 

b) Die Lintnerstairke und die Fouardstirke werden an- 
fangs rasch verzuckert, die Verzuckerung wird bei etwa 65°), 
Maltose gehemmt. 

c) Die Erythroamylosen und das Dextrin Meyer werden an- 
fangs rasch verzuckert, die Hemmung erfolgt bei 45—50°/, Maltose. 


4, Der Dispersititsgrad hat im wesentlichen nur EinfluB auf 


die Geschwindigkeit, nicht auf den Typus der Reaktion. 

5. Wihrend der Verzuckerung klingt auch die Jodfarbe ab, 
und zwar zuerst die blaue. Das Nachlassen der Jodfarbe lauft 
anfangs fast linear proportional mit der Verzuckerung; bei Be- 
ginn der Verzuckerungshemmung geht das Schwinden der Jod- 
farbe weiter. 

6. Es wurden Restkérper isoliert. Ihre TeilchengréBe schwankt 
um M = 2000 [(C,H,,0,),,]. In der Jodfarbe und der optischen 
Drehung stehen sie dem Ausgangsprodukt nahe, sie sind jedoch 
reduzierend und viel feiner dispers als die Muttersubstanz. 

7. Die Hypothese iiber die Beziehung zwischen einer Hiufung 
von O-Gruppen, der Ausbildung von Restvalenzen, der Jodfarbe 
und der enzymatischen Reaktivitit wurde aufrechterhalten und 
weiter ausgebaut. Sie erméglicht eine einheitliche Betrachtung 
scheinbar sehr heterogener Prozesse. 
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Uber das Vorkommen eines garungshemmenden Stoffes 
in Hefezellen. 


Von 
H. von Euler, E. Adler und G. Dahlgren. 
Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1935.) 


Gelegentlich der Untersuchung von Dehydrasewirkungen in 
Oberhefeautolysaten 1) interessierte uns der Co-Zymasegehalt der 
Lisungen; hierbei machten wir die Beobachtung, daB das un- 
behandelte oder kurz dialysierte Autolysat bei der Priifung im 
(o-zymasefreien Girungssystem einen Co-Zymasegehalt zunichst 
nicht erkennen lieB, daB aber nach dem Erhitzen der Autolysate 
Co-Zymase leicht nachweisbar war. Dieses Verhalten konnte 
2 Ursachen haben: entweder wurde beim Kochen der Autolysate 
die Co-Zymase aus einer unwirksamen Vorstufe neu gebildet bzw. 
aus einer Bindung freigelegt, oder die Autolysate enthielten einen 
Hemmungskoérper der alkoholischen Girung, der die gleichzeitig 
anwesende Co-Zymase nicht zur Wirkung kommen lief. Die 
zweite dieser beiden Méglichkeiten trifft zu: fiigt man nimlich 
zu einem kompletten Giransatz (Glucose + Apo-Zymase + Phos- 
phatpuffer + Spur Hexosediphosphat + Co-Zymase) das erwihnte 
Oberhefeautolysat, so ist die Girung gegeniiber dem Kontroll- 
versuch ohne Autolysat stark gehemmt. Erhitzt man jedoch das 
Hefeautolysat vorher kurz auf 100°, so wird die Garung sogar 
gréBer als im Kontrollversuch, d. h. die Garungsgré8e wird nun- 
mehr bestimmt durch die Summe der Co-Zymasemengen, die fiir 
sich und mit dem Autolysekochsaft zugesetzt worden sind. 

Diese Beobachtungen stehen offensichtlich in Zusammenhang 
mit einer ganz analogen Erscheinung, die von O. Meyerhof?) 
gelegentlich seiner Untersuchungen iiber das Vorkommen des 





1) E. Adler u. M. Michaelis, Diese Z. 235, 154 (1935). 
2) Diese Z. 101, 165 (1918); 102, 1 (1918). 


Q* 
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Co-Ferments der alkoholischen Girung in tierischen Organen 
beschrieben wurde. Meyerhof fand, daB kalt hergestellte waBrige 
Extrakte aus Muskulatur sowie aus Organen einen thermolabilen 
Stoff enthalten, der die Girung im System: ultrafiltrierter Hefe- 
macerationssaft + Muskel- oder Hefekochsaft hemmt. Spiter fanden 
Euler und Myrback?), daB der Hemmungskérper aus Leber 
auch die Girung mit ausgewaschener (Co-zymasearmer) Trocken- 
hefe nach Zusatz von etwas Co-Zymase unterdriickt; dieselben 
Autoren konnten die Gegenwart des Hemmungskérpers auch in 
Carcinomen nachweisen. Myrbiack?*) fand schlieBlich, daB der 
Hemmungskérper aus kaltem Rindermuskelextrakt an Tonerde 
adsorbierbar und mit Phosphat eluierbar ist und machte die be- 
merkenswerte Feststellung, daB dieser Hemmungsstoff nur die 
Girung von Trockenunterhefe, nicht aber die von Trockenoberhefe 


beeintrichtigt. 
Die Auffindung eines girungshemmenden Stoffes in den Hefe- 


zellen selbst schien von besonderem Interesse, weil man vermuten 
darf, da& diesem Stoff vielleicht gewisse Aufgaben in der Regulie- 
rung der Stoffwechselvorgiinge der Hefezelle zukommen. 


Zur Methodik. 


Die girungshemmende Wirkung wurde an dem fiir gewéhnlich zur 
Auswertung von Co-Zymasepriiparaten im hiesigen Institut angewandten 
Giransatz gepriift: 

0,4 g Apo-Zymase *) 

0,1 g Glucose 

0,6 ccm 10°/, iger Phosphatpuffer py = 6,4 
0,1 cem Hexosediphosphatlésung 

ncem Co-Zymaselésung 

(1,4—n) cem Wasser. 


Die Messung der Girung erfolgte im Mikrogiirapparat‘); in dem‘an- 
gegebenen Giransatz war das Wasser ganz oder teilweise durch die Lésung 
des Hemmungskorpers ersetzt. 

Die Dehydraseaktivitét der Loésungen wurde nach der Methylenblau- 
methode von Thunberg-Ahlgren bestimmt. Beziiglich der Darstellung des 
bei den Dehydraseversuchen verwendeten Flavinenzyms (,,gelben Ferments‘“‘) 
vgl. O. Warburg und W. Christian’). 


1) Sv. Kem. Tidskr. 36, 304 (1924); Pfliigers Arch. 210, 521 (1925). 


*) Diese Z. 149, 250 (1915). 
8) Vgl. K. Myrbick, Ergebn. Enzymforsch. 2, 139 (1933). 
*) K. Myrbick u. H. vy. Euler in Oppenheimer-Pincussen, Methodik 


d. Fermente 1929, S. 1297. 
*) Biochem. Z. 266, 377 (1933). 
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Ergebnisse. 


I. Das Vorkommen des Hemmungskorpers. — Der girungs- 
hemmende Stoff wurde in gréBter Konzentration in Autolysaten 
aus Oberhefe vorgefunden; in gleich hergestellten Autolysaten aus 
Unterhefe konnte er ebenfalls nachgewiesen werden, jedoch ist 
seine Konzentration hier offenbar wesentlich geringer als in den 
Autolysaten aus Oberhefe. Dagegen gelang es nicht, den Hemmungs- 
kérper in Hefemacerationssaft (aus Trockenunterhefe) nachzuweisen; 
es ist offensichtlich, daB beim Trocknen der Frischhefe eine In- 
aktivierung des Hemmungskérpers erfolgt. In Tab. 1 sind Ver- 
suche angegeben, aus denen die girungshemmende Wirkung von 
Hefeautolysaten hervorgeht. 























Tabelle 1. 
‘ he Dem reemants cem CO, 
Nr. . zugesetzte Co-Zymase . 
des Hemmungskérpers Co-Einheiten nach 120 Min. 
1 nom - 0,5 
2 _ 2,25 5,0 
3 _ 4,5 9,5 
4 | 1,2 eem Oberhefeautolysat, 
6 Std. dialysiert — 0,2 
5 | 1,2 eem Oberhefeautolysat, 
6 Std. dialysiert, gekocht — 8,6 
6 | 1,2 eem Oberhefeautolysat, 
6 Std. dialysiert 2,25 0,2 
7 desgl. 4,5 0,4 
8 | 1,2 cem Unterhefeautolysat, 
6 Std. dialysiert — 0,3 
9 | 1,2 cem Unterhefeautolysat, 
10 6 Std. dialysiert gekocht — 0,9 
1,2 cem Unterhefeautolysat 1,9 0,8 


Die Herstellung der Autolysate geschah in folgender Weise: 
gewaschene und abgepreBte Hefe wurde mit ¥/, des Gewichtes 
an Essigester 24 Stunden autolysiert, zentrifugiert, die Autolysate 
wurden durch Absaugen geklirt und 6 Stunden aus Kollodium- 
hiilsen gegen flieBendes Wasser dialysiert. Bei der Dialyse wird 
die Kigen-Co-Zymase der Autolysate nur unvollstindig abgetrennt; 
sie kann jedoch, wie aus Tab. 1 hervorgeht, infolge der gleich- 
zeitigen Anwesenheit des Hemmungskérpers erst nach Hitze- 
zerstérung des letzteren (die Liésung wurde 5 Minuten auf 100° 
erwirmt) zur Wirkung kommen. Dariiber hinaus wird zugesetzte 
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Co-Zymase durch das Oberhefeautolysat vollstindig, durch das 
Unterhefeautolysat teilweise in ihrer giirungsaktivierenden Wir- 
kung gehemmt. 


II. Reinigung des Hemmungskorpers aus Oberhefe. Das aus 
3 kg Bickerhefe und 1 Liter Essigester unter gelegentlichem Neutralisieren 
mit Ammoniak gewonnene Autolysat wurde bei 0° mit °/, seines Volumens 
96°/,igem Alkohol gefillt; der Niederschlag wurde abzentrifugiert, mit 
absolutem Alkohol verrieben, auf einer Nutsche abgesaugt, mit absolutem 
Alkohol und Ather gewaschen, das fast weiBe Pulver im Exsiccator auf. 
bewahrt (Fraktion I). Die tiberstehende alkoholische Lésung der ersten 
Alkoholfillung wurde wiederum mit °/, ihres Volumens 96°/, igem Alkoho! 
bei 0° versetzt und die Fillung wie die vorangehende behandelt (Fraktion ID). 
In der Fraktion I konnte nur sehr wenig Hemmungské6rper nachgewiesen 
werden, wihrend Fraktion II reichliche Mengen desselben enthielt. 


Der in Fraktion II enthaltene Hemmungsstoff lieB sich durch An. 
wendung von Adsorptions- und Elutionsmethoden von groBen Mengen von 
Verunreinigungen befreien: 10g Fraktion IJ wurden mit 25 cem Wasser 
verrieben und durch mebrstiindiges Stehen bei 0° extrahiert; nach dem 
Abzentrifugieren wurde eine zweite Extraktion vorgenommen. Beide 
Lésungen wurden 9 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert (L6sungen A 
und B). 25 cem der Lésung A bzw. B wurden dann mit 5 cem Aluminium. 
hydroxyd C, (Willstatter) 20 Minuten unter Umschiitteln behandelt und 
die abzentrifugierten und gewaschenen Adsorbate mit je 5 ccm Na,HPO, 
wihrend */, Stunde eluiert. Die so erhaltenen Eluate werden mit A, und B, 
bezeichnet. Die nach der Adsorption verbleibenden Restlésungen werden 
einer zweiten Tonerdebehandlung unterworfen und die Adsorbate wiederum 
mit Phosphat eluiert (Eluate A, und B,). 

Die Untersuchung der girungshemmenden Wirkung der verschiedenen 
Fraktionen, die mittels Phosphatpuffer auf das Girungsoptimum (pg = 6,4 
eingestellt waren, erfolgte in Girungsansiitzen, denen eine konstante Menge 
Co-Zymase, nimlich 6,4 Co, zugesetzt worden war. Es erwies sich, daB der 
Hauptanteil der Hemmungswirkung in den Fraktionen A, und B, enthalten 
war. Wurden die Liésungen des Hemmungsk6érpers vor Zusatz der iibrigen 
Komponenten kurz auf 100° erhitzt, so ging die hemmende Wirkung ver- 
loren und die Giirungsgeschwindigkeit wurde die gleiche wie bei Abwesen- 
heit von Hemmungskérper. Aus den in Fig. 1 und 2 dargestellten Giir- 
kurven ist die Verteilung des Hemmungsstoffes auf die verschiedenen 
Reinigungsstufen deutlich zu ersehen. 


Der Verlauf der Garkurven bei Gegenwart des Hemmungs- 
stoffes zeigt, daB die Hemmung in einer mehr oder weniger langen 
Anfangsperiode nahezu vollstiindig ist, dann aber ziemlich plétz- 
lich aufhért. Der folgende Teil der Giirung weist nun eine Ge- 
schwindigkeit auf, die der Maximalgeschwindigkeit im Ansatz 
ohne Hemmungskérper sich nihert. Wie weiter unten (S. 124) 
besprochen wird, sind Hemmungsdauer und GréBe der Maximal- 
girung abhingig von der Co-Zymasemenge. 
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Girungshemmende Wirkung der verschiedenen Fraktionen 
aus Oberhefeautolysat. 
Jeder Giransatz enthilt 1,0 cem der Hemmungskorperfraktionen sowie 6,4 Co Co-Zymase; dis 
Kontrollversuche enthalten die gleiche Menge Co-Zymase, aber keine Hemmungsk6rperlésung. 


Kurve I : Fraktion A Kurve [V: Fraktion B 
Kurve II: Fraktion A, Kurve V : Fraktion B, 
Kurve JJf: Fraktion A, Kurve VI: Fraktion B, 
Kurve 0 : kein Hemmungsk6érper Kurve 0 : kein Hemmungskoérper 


Ill. Uber den Angriffspunkt der Hemmung. O. Meyerhot 
(a.a.O.) versuchte durch Anderung der Konzentration der Girungs- 
komponenten (Zymase und Co-Zymase) der Frage niherzukommen, 
an welchem Bestandteil der Hemmungskérper aus tierischen 
Organen angreift, und kam zu dem SchluB, daB die Hemmung 
nicht das ganze Girungssystem, sondern allein die Zymase be- 
trifft. Um einen Einblick zu gewinnen in die Natur der von uns 
beobachteten Hemmung durch einen Stoff aus Hefezellen stellten 
wir Versuche mit variierenden Konzentrationen der verschiedenen 
Komponenten des Giransatzes an. 

1. Hemmung durch steigende Mengen des Hemmungs- 
kérpers. — Zu normalen Giransiitzen wurden 0—1,0 ccm einer 
dialysierten Lésung von Fraktion II zugefiigt; simtliche Ansitze 
enthielten eine konstante Menge Co-Zymase (1,6 Co). Die Giar- 
kurven verliefen in allen Fallen wihrend der 3stiindigen Ver- 
suchsdauer geradlinig, unterscheiden sich also von den in Fig. 1 
und 2 wiedergegebenen Kurven. In Tab. 2 ist die Hemmungs- 
wirkung bei steigenden Mengen des Hemmungskérpers zusammen- 
gestellt. 


Tabelle 2. 


9 Stunden dialysierte Lisung 


von FraktionII eem ... O OO, O,2 0,8 O,6 0,75 1,0 
ccm CO, Stunden. ..... 1,6 1,05 08 0,7 0,4 0,3 0,2 
| ky ee 23 50 8656 15 81 88 
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2. Hemmung bei variierender Apo-Zymasemenge. — 
In den Versuchen mit verschiedenen Mengen von Apo-Zymase 
enthielten siamtliche Ansitze 0,9 Co Co-Zymase sowie 1,0 ccm 
gereinigter Hemmungskérperlésung (Fraktion B,). Zum Vergleich 
wurden Kontrollversuche ohne Hemmungskérper angesetzt (Tab. 3), 























Tabelle 3. 
eem CO, nach 120 Minuten 

N Apo-Zymase  ononeee Hemmung 
NT. in mit | ohne in 9 
8 Hemmungskérper | Hemmungskérper 0 

— *¥ —— —— — 7 -_ . eee ot = - 
1 0,1 0 | 0,3 (100) 
2 0,2 0,1 | 0,5 80 
3 0,4 0,35 | 1,95 82 
4 0,8 0,5 | 3,0 83 











Es fallt auf, daB bei Erhéhung der Zymasemenge die 
prozentuale Hemmung praktisch konstant bleibt, und man kann 
aus diesen Versuchen jedenfalls nicht den SchluB ziehen, daf 
die Hemmung spezifisch an einem der enzymatischen Bestandteile 
der Apo-Zymase angreift. 


3. Hemmung bei variierender Co-Zymasekonzen- 
tration. Die Frage, ob der Mechanismus der Hemmung sich auf 
einen spezifischen Angriff an der Co-Zymase zuriickfihren liBt, kann 
nach einer Richtung schon aufGrund der vorhergehend beschriebenen 
Beobachtungen beantwortet werden: der Hemmungskérper kann 
nicht etwa ein Enzym darstellen, welches die Co-Zymase abbaut, 
denn in den Lésungen des Hemmungskérpers selbst findet sich ja 
intakte Co-Zymase neben Hemmungskirper vor und kann nach 
Hitzezerstérung des letzteren nachgewiesen werden. Auch aus den 
folgenden Girversuchen mit steigenden Co-Zymasemengen kann 
man nicht ohne weiteres auf eine direkte Beziehung zwischen 
Hemmungskérper und Co-Zymase schliefen; man kommt vielmehr 
zu der Auffassung, daB die Hemmung an irgendeinem Teilprozeb 
der Girung angreift, an dem die Co-Zymase nur mittelbar_ be- 
teiligt ist. 

In der Co-Zymaseversuchsreihe (Tab. 4 und Fig. 3 und 4) 
variiert die zugesetzte Co-Zymasemenge von 0,9—7,5 Co-Kinheiten, 
wihrend Apo-Zymasemenge (0,4 g) und Hemmungskérper (1,0 ccm 
gereinigte Liésung A,) konstant gehalten sind. Aus Tab. 4 sind 
die aus den maximalen Gérungsgeschwindigkeiten ermittelten 
Hemmungen der CO,-Bildung zu entnehmen. 
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Tabelle 4. 
N zugesetzte Co-Zymase ecm CO, nach 120 Minuten 
Nr. nn a 
Co mit Hemmungskérper | ohne Hemmungskérper 
1 0,9 0,5 | 1,8 
2 1,6 1,0 2,6 
3 3.8 1,2 5,7 
4 5,0 3.0 8°9 
; 7,5 8.4 10.3 








Sehr charakteristisch aufert sich der Einflu® der steigenden 
Co-Zymasekonzentration im Verlauf der Girkurven, die den Ver- 
suchen der Tab. 4 entsprechen (Fig. 3 und 4). 
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Fig. 3. Fig. 4 
Hemmung bei steigenden Mengen von Co-Zymase. 
Die mit a bezeichneten Kurven entsprechen den Versuchen mit 1,0 ccm Hemmungsk6rper, 
die mit b bezeichneten den Versuchen ohne Hemmungskorper. 


Kurve Iau. Ib: 0,9 Co Kurve IIIa u. IIIb: 3,3 Co 
Kurve IIau. IIb: 1,6 Co Kurve IVa u. IVb: 5,0 Co 
Kurve Vau. Vb: 7,5Co 


Aus Fig. 3 und 4 geht hervor, daB die Hemmung in zwei 
verschiedenen Erscheinungen zum Ausdruck kommt: 

1. Der Eintritt des Giranstieges wird verzégert. 

2. die maximale GirungsgriéBe (Co-Wert) wird vermindert. 

Mit steigender Co-Zymasekonzentration werden beide Hem- 
mungserscheinungen zuriickgedriingt; der Giranstieg setzt friher 
ein, die maximale Girgeschwindigkeit niihert sich mehr und mehr 
der des Kontrollversuches ohne Zusatz von Hemmungskérper. Man 
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gewinnt aus dem Kurvenverlauf den Hindruck, daB ein wesent- 
liches Moment der Hemmung in einer Verlingerung der Induk- 
tionsperiode, also einem Kingriff in das Stadium der Angirung 
besteht, und es wird weiterhin zu priifen sein, ob etwa die der 
CO,-Bildung vorangehende Veresterung von anorganischem Phos- 
phat spezitisch gehemmt wird. Ferner soll der EinfluB des 
Hemmungskérpers auf die Umesterung des labilen Adenosin- 
triphosphorsiure-Phosphates mit Hexose') studiert werden. 

Kine Wirkung des Hemmungskérpers auf die Co-Zymase 
kénnte man sich arbeitshypothetisch so vorstellen, daB die Co-Zymase 
unter Blockierung ihrer wirksamen Gruppe gebunden wird. Kine 
solche Bindung der Co-Zymase kann aber nicht sehr fest, und 
eine durch sie hervorgerufene Inaktivierung miiBte reversibel sein. 
Die nicht gereinigten Lisungen des Hemmungskérpers enthalten, 
wie oben gezeigt worden ist, betriichtliche Mengen Co-Zymase, 
die durch langdauernde Dialyse (20—24 Stunden) jedoch villig 
abgetrennt werden kann, wihrend der Hemmungskorper, der nicht 
dialysierbar ist, intakt bleibt. Wir haben versucht, die Dialysier- 
geschwindigkeit der Co-Zymase aus der Hemmungskérperlisung 
zu vergleichen mit der aus gewdhnlicher wiBriger Lésung; es 
zeigte sich zwar, daB die Co-Zymase aus der Lésung des Hemmungs- 
kérpers etwas langsamer dialysiert, jedoch scheinen uns diese 
Versuche noch nicht mit geniigender Sicherheit das Vorliegen 
einer nur langsam dissozilierenden hochmolekularen Verbindung 
der Co-Zymase zu beweisen. 

Wenn die Wirkung des Hemmungskirpers darauf beruhen 
wiirde, da& die Co-Zymase gebunden oder in irgendeiner anderen 
Weise inaktiviert wird, so wiire zu erwarten, daS der girungs- 
hemmende Stoff auch in den von uns studierten Dehydrase- 
systemen, welche Co-Zymase als notwendige Komponente ent- 
halten, einen hemmenden Einflu$ ausiibt. Es zeigte sich aber. 
daB weder die Dehydrierung von Alkohol?), noch die von Robison- 
Kster*) mit Hilfe des Systems Dehydrase + Co-Zymase + Flavin- 
enzym durch den girungshemmenden Stoff im negativen Sinn 
beeinfluBt wird. Dagegen stellten wir fest, daB die Lésungen des 
Hemmungskérpers selbst eine sehr starke Alkoholdehydrase ent- 
halten, und dieser Befund veranlaBte uns, nach einer eventuellen 


1) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935). 

*) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 (1934). 

’) H. vy. Euler, E. Adler, F. Schlenk u. G. Giinther, Diese Z. 233, 
120 (1935). 
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Proportionalitét zwischen Alkoholdehydrasegehalt und Hemmungs- 
wirkung zu suchen. Es konnte ja die Méglichkeit diskutiert 
werden, daB der girungshemmende Stoff eine Dehydrase sei, die 
in einen TeilprozeB des oxydoreduktiven Stadiums der Gurung 
eingreift, indem sie ein Zwischenprodukt spezifisch dehydriert und 
dadurch dem Girungssystem entzieht. Die Priifung der verschie- 
denen Reinigungsstufen des Hemmungskérpers aus Fraktion II des 
Oberhefeautolysates ergab nun, daB tatsiichlich alle Fraktionen 
mit starker Hemmungswirkung starke Dehydrasewirkung zeigten. 
Kinen Beweis fiir die Identitit des Hemmungskérpers mit der 
Alkoholdehydrase wollen wir jedoch in diesen Ergebnissen nicht 
erblicken; die angewandten Adsorptions- und Elutionsmethoden 
kénnen ja fiir ganz verschiedene enzymatische Stoffe gleichartige 
Ergebnisse liefern. Im iibrigen ist gegen die Auffassung der De- 
hydrasenatur des Hemmungskérpers anzufiihren, dab mit grober 
Wahrscheinlichkeit in der Apo-Zymase bereits so groBe Mengen 
von Dehydrasen enthalten sind — sowohl solchen Dehydrasen, 
die im Girungsablauf selbst funktionieren, als solchen, die an 
den Dismutationsvorgiingen der Apo-Zymasegiirung nicht beteiligt 
sind —, daB eine Erhéhung der Debydrasekonzentration durch 
Zusatz der Hemmungskérperlésung kaum einen entscheidenden 
EinfluB ausiiben diirfte. Das bei den Reinigungsstufen aus Frak- 
tion II des Oberhefeautolysates beobachtete Parallelgehen von 
Alkoholdehydrasewirkung und girungshemmender Wirkung scheint 
iibrigens beim Unterhefeautolysat nicht im selben Mae zuzu- 
treffen. Wihrend nimlich eine ungereinigte Lésung A (aus Ober- 
hefeautolysat) ungefahr die gleiche Alkoholdehydraseaktivitat hatte 
wie ein dialysiertes Autolysat aus Unterhefe, war die girungs- 
hemmende Wirkung des ersteren betriichtlich gréBer. AubBerdem 
ist die scheinbare Proportionalitiit zwischen Hemmungskérper 
und Alkoholdehydrase auch bei Lésungen aus Fraktion I des 
Oberhefeautolysates nicht gewahrt; diese zeigen bei sehr hoher 
Alkoholdehydrase-Aktivitit nur eine ganz geringe Hemmungs- 
wirkung. 

Kaliumcyanid ist ohne Hinflu®B auf den Verlauf der 
Girung, sowohl bei Abwesenheit wie bei Gegenwart des Hemmungs- 
kérpers. 

IV. Stabilitat des Hemmungskorpers. Die ‘Thermolabilitit des 
Hemmungskoérpers aus Hefezellen wurde schon eingangs erwihnt; 
zusammen mit der Tatsache der Nichtdialysierbarkeit des Stoffes 
deutet dieses Verhalten schon auf eiweibihnliche Natur des 
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Hemmungskérpers hin. Wir haben einige weitere orientierende 
Versuche iiber die Temperaturstabilitat und den EinfluB der 
Wasserstoffionenkonzentration unternommen, deren Ergebnisse in 
der folgenden Fig.5 zusammengestellt sind. Simtliche Ansiitze 
enthalten als konstante Co-Zymasemenge 2 Co-Kinheiten. Kurve | 
zeigt die Hemmung durch unbehandelte Liésung A (9 Stunden 
dialysiert), Kurve II die Schidigung des Hemmungskérpers nach 
10 Minuten langem Erwarmen auf 55° bei p,, = 6,4 und Kurve III 
die véllige Zerstérung der Hemmungswirkung nach 15 Minuten 
Jangem Erwarmen auf 30° bei p,, = 10. 
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Schadigung des HemmungskdOrpers. 
Kurve I : Hemmungsk6rper unbehandelt 
KurvelII : 7" 10 Minuten 55° 
Kurve III: 15 rm 30° py = 10 
Kurve IV : - 5 » 200%. 


Auch hier zeigte sich, dab mit der Schidigung des Hem- 
mungskérpers etwa parallel eine Schidigung der in der Lésung 
enthaltenen Alkoholdehydrase erfolgt. Aus den oben angegebenen 
Griinden soll dieses Verhalten nicht als Argument fiir die Identitit 
von Hemmungsstoff und Dehydrase herangezogen werden, dagegen 
scheint uns das Stabilititsverhalten des Hemmungskérpers dafiir 
zu sprechen, daB er enzymatischen Charakter besitzt. 

Es wird von besonderem Interesse sein, unseren Hemmungs- 
stoff und seine Wirkung zu vergleichen mit der von B. Andersson) 
beschriebenen Girungshemmung durch Schardingerenzym aus Milch. 
Eine Identitaét mit Schardingerenzym kann ausgeschlossen werden, 
da der Hemmungskorper, auch bei Gegenwart von Co-Zymase und 
Flavyinenzym, nicht imstande ist, Acetaldehyd zu dehydrieren 
‘Methylenblaumethodik). 

Die Lésung des Hemmungskiérpers enthilt auBer den De- 
hydrasen sicher noch eine Reihe anderer Enzyme; wir unter- 





') Bengt Andersson, Sv. Vet. Ak. Ark. Kemi 11A, Nr. 17 (1934), 
sowie Diese Z. im Druck. 











ende 

der 
e in 
atze 
rve | 
iden 
ach 
IIT 
iten 











Uber das Vorkommen eines giirungshemmenden Stoffes in Hefezellen. 129 


suchten die dialysierte Lésung A auf proteolytische Wirksamkeit, 
weil es von vornherein ja nicht ausgeschlossen erschien, daB die 
Hemmungswirkung auf einer proteolytischen Schidigung der 
Zymase beruhte. Tstsichlich konnte in Lésung A sowohl bei der 
Priifung gegen Edestin wie gegen Gelatine eine maBige proteo- 
lytische Aktivitaét, aber keine peptische Wirkung nachgewiesen 
werden), Wir glauben jedoch, da8 der Hemmungskérper nicht 
Proteasenatur haben kann, denn wenn seine Wirkung in einer 
proteolytischen Schidigung der Zymase bestehen wiirde, kinnte 
der charakteristische Verlauf der Kurven mit gehemmter Girung, 
nimlich das Auftreten der Girung nach einer anfanglichen 
Hemmung, nicht verstanden werden. 


V. Einflu8 des Hemmungskorpers auf andere kohlenhydrat- 
abbauende Vorginge? Ausgehend von dem (Gedanken, daB der 
Hemmungskoérper in die der Kohlenhydratspaltung vorausgehende 
Phosphorylierung eingreift (vgl. S. 126), untersuchten wir, ob der 
girungshemmende Stoff auch einen EinfluB auf die Glykolyse im 
Muskelextrakt ausiibt. Der Muskelextrakt war nach Meyerhof 
dargestellt und dialysiert, als Substrat diente Glykogen, und die 
Glykolyse wurde durch Zusatz von Co-Zymase und Hexose- 
diphosphat?) in Gang gebracht. Hemmungskérperlésung aus Ober- 
hefe hatte jedoch auf die Milchsiurebildung keinen EinfluB und 
auch die der Milchsiurebildung vorhergehende Veresterung von 
anorganischem Phosphat war nicht gestért worden. 

Weiterhin unternahmen wir einige Versuche iiber einen even- 
tuellen Einflu8 des girungshemmenden Stoffes auf den aeroben 
Abbau von Kohlenhydrat bzw. Kohlenhydratphosphat durch Trocken- 
hefe. Es zeigte sich aber, daB bei den Atmungsversuchen weder 
die Spontanatmung der Trockenoberhefesuspension, noch die zusitz- 
liche Atmung bei Gegenwart von Hexosediphosphat durch Hemmungs- 
kérper beeinflu8t wurde. Auf eine ausfiihrlichere Wiedergabe 
dieser Versuche kann deshalb verzichtet werden. 


Zusammenfassung. 


1. Aus frischer Oberhefe kann durch Autolyse ein die alko- 
holische Girung im System Apo-Zymase + Co-Zymase + Glucose 





1) Fiir die Ausfiihrung dieser Bestimmungen nach der Mikromethode 
von Linderstrem-Lang sind wir Herrn Dr. L. B. Pett zu Dank ver- 
pflichtet. 

*) Vgl. H. v. Euler u. G. Giinther, Diese Z. 235, 104 (1935). 








180. v. Euler u. Mitarbeiter, Girungshemmender Stoff in Hefezellen. 


(+ Hexosediphosphat) hemmender Stoff freigelegt werden. In 
geringerer Menge findet sich der Hemmungskérper auch in Unter- 
hefeautolysat. “In Trockenunterhefe (Mazerationssaft) kann der 
Hemmungskérper nicht mehr nachgewiesen werden. 


2. Der Hemmungsstoff der alkoholischen Gurung ist hoch- 
molekular, nicht kochbestindig, und kann durch Adsorption an 
Tonerdehydrat Cy und Elution mit sekundiirem Phosphat gereinict 
werden. Er wird stark geschidigt bei 10 Minuten langem Er- 
wirmen auf 55° bei p,, = 6,4 und zerstért beim Erwirmen auf 
30° bei p, = 10 wihrend 15 Minuten. 


3. Aus Hemmungsversuchen bei variierter Konzentration der 
verschiedenen Komponenten des Girungssystems sowie aus dem 
Verlauf der Garungskurven kann angenommen werden, daf der 
Hemmungsstoff nicht eine Zerstérung einer Komponente, sondern 
eine reversible Hemmung hervorruft. Diese Hemmung betrifft 
vielleicht das Stadium der Angiirung. 


4. Der Hemmungskérper ist wahrscheinlich nicht identisch 
mit der Alkohol- und Hexosemonophosphatdehydrase und mit 
Proteasen. 


5. Der girungshemmende Stoff hat keinen EinfluB auf die 
Systeme der Alkohol- und der Robisonesterdehydrase aus Hefe, 
sowie auf den Sauerstoffverbrauch von Trockenoberhefe. Auch 
die Milchsiurebildung im Muskelextrakt bleibt unbeeinfluBt. 














Die Dehydrierung des Equilins zu Equilenin. 

4. Mitteilung tiber Sexualhormone und verwandte Stoffe '). 
Von 

Wilhelm Dirsecherl und Fritz Hanusch. 


(Aus dem Wissenschaftlichen Laboratorium der C. F. Boehringer & Séhne-G. m. b. H., 
Mannheim-Waldhof.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1935.) 


Wir haben in der 2. Abhandlung?) mitgeteilt, daB bei der Be- 
handlung einer alkoholischen Loésung des Equilins mit Palladium 
und Wasserstoff bei gewéhnlicher Temperatur neben der Hydrierung 
des Equilins ee Dehydrierung stattfindet. Bei Abwesenheit von 
Wasserstoff findet offenbar Disproportionierung statt, bei hdherer 
Temperatur (80°) iberwiegt die Dehydrierung. Das Dehydrierungs- 
produkt war nach Schmelzpunkt, Drehung und Pikratbildung 
(Equilin bildet kein Pikrat) dem Equilenin weitgehend ahnlich, 
die Ultraviolettabsorption war die gleiche wie beim Equilenin. 
Wir hielten es fiir sehr wahrscheinlich, da8 wir Equilenin in Handen 
hatten, dem noch schwer entfernbares Ausgangsmaterial oder 
Hydrierungsprodukt beigemengt war, konnten aber die Méglichkeit, 
daB es sich um ein Isomeres des Equilenins handle, nicht ganz aus- 
schlieBen. Aus Materialmangel konnten wir damals weitere 
teinigungsversuche nicht durchfiihren. Durch die Debydrierbarkeit 
des Equilins unter milden Bedingungen war jedenfalls bewiesen, 
daB die Doppelbindung des Equilins in einem, dem Benzolring 
benachbarten 6-Ring liegt, so daB bei der Dehydrierung ein Naph- 
thalinsystem, das zur Pikratbildung befahigt ist, ausgebildet wird. 
Fiir die Stellung des phenolischen Hydroxyls an C, in Ring A 
(wie bei Equilenin) sprach der gleiche Ausfall der GerngroBschen 
Farbreaktion mit «-Nitroso-f-naphthol und konzentrierter Salpeter- 
siure, die bei Equilin und Equilenin eine griine, in dicker Schicht 
rote Farbung ergab (worauf die Abweichung der Farbreaktion, 


1) 3. Mitteilung: Diese Z. 285, 1 (1935). 
2) Dirscherl u. Hanusch, Diese Z. 283, 13 (5. V. 1935). 
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die beim Follikelhormon mit dem Hydroxyl an C, eine Rotfarbung 
gibt, beruht, ist unbekannt). Uber die ceiling der Ketogruppe 
innerhalb des 5-Ringes konnten wir sagen, daB beim Follikel- 
hormon, Equilin und Equilenin die Stellung in C,, unwahrscheinlich 
sei, weil keine Reaktion mit Diphenylmethan-dimethyl-dihydrazin 
im Sinne der Bildung einer carbazolartigen Verbindung zu erzielen 
war. Diese beiden Aussagen hatten natiirlich nur Wahrscheinlich- 
keitswert. Wir gaben fiir das Equilin Formel I als wahrschein- 
lich an: 





cH, “? cH, 7° 
D | 
I 14 5. II 
iil die al no) 


Da «-Ergostenol (Doppelbindung 8,9) sehr schwer, f-Ergo- 
stenol (Doppelbindung 7,8) dagegen leichter hydrierbar ist’), 
nahmen wir an, daB die Doppelbindung des Equilins von 8 nach 9 
liegt, um so zu erklaren, daB trotz Anwesenheit eines Uberschusses 
von Wasserstoff Palladium mehr dehydrierend als hydrierend 
wirkt. Der Vergleich ist allerdings insofern nicht ganz zutreffend, 
als bei den erwihnten Ergostenolen nur eine Hydrierung, aber 
keine Dehydrierung in Frage kommt und beim Equilin durch sehr 
groBe Neigung des Molekiils zur Dehydrierung die _ ,,Schwer- 
hydrierbarkeit“ der Doppelbindung vorgetiaiuscht werden kann. 
Gegen die Lage der Doppelbindung von 8 nach 9 spricht die Tat- 
sache, daB die Absorptionskurve des Equilins mit der des Follikel- 
hormons iibereinstimmt, waihrend man infolge der Konjugation 
zum Benzolkern eine verstirkte Absorption erwarten miiBte. Wir 
haben diesen naheliegenden Hinwand in unserer 2. Mitteilung 
nicht gebracht, weil wir erst das Beispiel des Dihydro-naphthalins 
untersuchen wollten. Wir hatten iibersehen, daB die Absorption 
des 1,2-Dihydro- und des 1,4-Dihydro-naphthalins bereits unter- 
sucht war‘). Wir fanden in Ubereinstimmung mit dieser Literatur- 
angabe, da8 die Absorptionskurve des 1,2-Dihydro-naphthalins 
wesentlich héher als diejenige des 1,4-Dihydro-naphthalins liegt. 


3) Achtermann, Diese Z. 225, 141 (1934). 
4) R. A. Morton u. A. J. A. de Gouveia, Jl. Chem. Soc. Lond. 
1934, 919. 
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Fir die Doppelbindung des Equilins kime aus den eben erwaihnten 
Griinden die Lage von 8 nach 9 ebensowenig wie von 6 nach 7 
in Frage. Dagegen wirde die Lage der Doppelbindung von 7 nach 8 
(Formel IT) sich mit der Tatsache vertragen, daB sich das Equilin 
in seiner Absorption vom Follikelhormon nicht unterscheidet®). 

Ganz kurz vor dem Erscheinen unserer 2. Mitteilung wurde 
die Abhandlung von A. Cohen, J. W. Cook und C. L. Hewett®) 
bekannt, in der bewiesen wurde, daB Follikelhormon, Equilin und 
Equilenin gleiches Kohlenstoffgeriist und gleiche Stellung der 
Substituenten besitzen; das quaternire Methyl] sitzt an C,,, die 
Ketogruppe an C,,. Damit ist fiir das Kquilin bewiesen, da sich 
der Benzolkern im Ring A und das Hydroxyl an C, befindet. 
Daraus ergibt sich, daB der dem Benzolring benachbarte Sechsring, 
in dem die Doppelbindung des Equilins liegt und die Dehydrierung 
stattfindet, tatsichlich der Ring B ist5). Dieser SchluB wurde 
nach Erscheinen unserer 2. Mitteilung auch von J. W. Cook und 
EK. Roe?) gezogen und die Lage der Doppelbindung von 7 nach 8 
angenommen. Sie fiihren dafiir ebenfalls den Befund an, dab 
Equilin und Follikelhormon die gleiche Absorption aufweisen und 
stiitzen sich auf die Tatsache, da die Absorptionskurve des Neo- 
ergosta-tetraens, in dem der Ring B ein Benzolring ist und im 
Ring A von 8 nach 4 eine Doppelbindung liegt, wesentlich hdher 
verlauft als die des Neo-ergosta-triens, in dem diese Doppel- 
bindung fehlt®®). Dazu muf man bemerken, daB sich sowohl die 
Derivate des Naphthalins wie diejenigen des Neo-ergosterins (diese 
in der Lage des Benzolkerns und der Doppelbindung) vom EHquilin 
ziemlich unterscheiden. Es ist daher nicht vollkommen sicher, ob 
sich die hier gewonnenen SchluBfolgerungen ohne weiteres auf 
das Equilin ibertragen lassen. Immerhin wird man die Doppel- 
bindung des Equilins von 7 nach 8 annehmen diirfen, solange 
nicht andere Tatsachen dagegen sprechen. Es ist denkbar, dab 
die Doppelbindung unter dem EinfluB des Palladiums erst in die 
Stellung 8,9 verlagert wird und dann die Dehydrierung stattfindet. 
Versuche, die Lage der Doppelbindung des Equilins auf anderen 


6) W. Dirscherl, Vortrag auf der Tagung der Siidwestdeutschen Chemie- 
dozenten in GieBen am 11. Mai 1935; Angew. Chemie 48, 399 (30. VI. 1935). 

6) J. Chem. Soc. Lond. 1935, 445 (Aprilheft). 

7) Chemistry & Industry 54, 501 (24. V. 1935). 

8) Haslewood u. Roe, J. Chem. Soc. Lond. 1985, 465. 

*) Das Referat unseres GieBener Vortrages konnte den englischen 
Forschern noch nicht bekannt sein. 
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Wegen zu bestimmen, werden von Dr. Girard unternommen, wie 
er uns mitgeteilt hat. 


Wir haben von Herrn Dr. André Girard (Paris), dem wir§ 


fiir sein groBziigiges Entgegenkommen herzlich danken, nochmals 
Equilin erhalten, so daB wir unsere aus Materialmangel unter- 
brochenen Versuche fortsetzen konnten. Um bei der Behandlung 


des Equilins mit Palladium (ohne Wasserstoff), bei welcher Dis- §, 
proportionierung zu Hydro- und Dehydro-equilin stattfindet, die 4 


Dehydrierung méglichst vollstaindig verlaufen zu lassen, arbeiteten 


wir wieder bei héherer Temperatur (80°), aber mit sehr groBen §, 


Mengen Palladium, um den entstehenden Wasserstoff médglichst 
quantitativ abzufangen. Das erhaltene Dehydrierungsprodukt 
schmolz zwar nach dem Umkrystallisieren aus Aceton—Wasser bei 
257° (korr.), aber die Drehung war hdéher als die des EKqui- 
lenins. 

Es war iiberraschend, da8 man auch unter Bedingungen, die 
fiir die Dehydrierung giinstiger liegen als es in unseren alten Ver- 
suchen der Fall war, kein reines Equilenin erhalt. Wir haben 
Equilenin unter gleichen Versuchsbedingungen mit Palladium be- 
handelt und festgestellt, daB unter gelegentlicher Rotfairbung die 
Drehung des Equilenins anstieg. Da eine Isomerisierung sehr 
unwahrscheinlich ist und bei Erhitzen von Equilenin unter Luft- 
zutritt eine rotgefirbte Substanz entsteht (Girard), schrieben 
wir diese Drehungsainderung einer Oxydation des Equilenins zu. 
Tatsachlich bleibt die Drehung des Equilenins bei gleicher Be- 
handlung, aber bei Ausschlu8 von Sauerstoff, unverandert. Die 
Dehydrierung des Equilins in Stickstoffatmosphire fihrte nun 
zum gewinschten Erfolg. Wir erhielten aus dem Reaktions- 
produkt ein Pikrat, das den gleichen Schmelzpunkt und Stickstoff- 
gehalt wie dasjenige des Equilenins aufwies (Equilin selbst liefert, 
wie wir uns iiberzeugten, kein Pikrat). Durch Zerlegung mittels 


Ammoniak wurde das Dehydrierungsprodukt freigesetzt. Hs | 


schmolz nach Umkrystallisation aus Aceton—Wasser bei 257° (korr.) 
und gab mit Equilenin keine Mischschmelzpunktserniedrigung. 
Die Drehung betrug + 89° (in Alkohol), Equilenin dreht ebenfalls 
+ 89°. Die Analyse ergab die Zusammensetzung des Equi- 
lenins. 

Damit ist die Uberfiihrung des Equilins in Equi- 
lenin durch Dehydrierung bewiesen. Es ist sehr wahr- 
scheinlich, da8B der Organismus der Stute Equilin mit Hilfe von 
Dehydrasen zu Equilenin dehydrieren kann. 
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Mm, Wie Versuch. 


Eine Lésung von 100 mg Equilin in 50 ccm absolutem Alkohol wurde 
M wir @in einem Bombenrohr mit 200 mg Palladiummohr im Schiittelbombenofen 
s=hmals §!6 Stunden auf 80—90° erwirmt. Die Luft im Bombenrohr war vorher 
unter. jurch Stickstoff verdringt worden. Nach Beendigung des Erhitzens drehte 
dl die vollkommen farblose Lésung + 0,20°. Nach Abfiltrieren des Katalysators 
' ung wurde im Vakuum zur Trockne gedampft, der farblose, krystallisierte Riick- 
r Dis-§tand in 2 ccm heiBem Alkohol gelést und 2 ccm 5°/,ige alkoholische Pikrin- 
t, die Isiurelésung hinzugefiigt; das rasch abgeschiedene Pikrat wurde nochmals 
iteten HS 5°/ciger alkoholischer Pikrinséure umkrystallisiert und durch langsames 
Erkaltenlassen der Lésung in prachtigen ziegelfarbenen Nadeln erhalten 
. (97 mg), die scharf bei 209° (korr.) schmolzen. Aus der Mutterlauge wurde 
lichst Fin 2weites Krystallisat (22 mg) von gleichem Schmelzpunkt gewonnen. 


od 

me 3,672, 3,310 mg Subst.: 0,265ccm N (750mm, 23°), 0,245 ccm N 
er Del 750 mm, 26°). 
Equi- C,,H,,0.:C,H,O,N, (495) Ber. N 8,45 Gef. N 8,21, 8,36. 


roBen 








97 mg Pikrat wurden durch Verreiben mit waBrigem Ammoniak in der 
Kalte zerlegt, das Reaktionsprodukt abgesaugt und mit schwach ammoniak- 
haltigem Wasser ausgewaschen. Durch Umkrystallisieren aus Aceton-Wasser 
wurden 49 mg feine farblose Niadelchen erhalten, die bei 256—257° (korr.) 
sshmolzen. Der Schmelzpunkt einer Mischprobe mit Equilenin vom gleichen 
Schmelzpunkt zeigte keine Depression. 


Drehung: 4,386 mg in Alkohol auf 1 ccm gelést, 1 dm; «a = + 0,399. 
[«]p?® = + 89°. 


n, die 
| Ver- 
1aben 
n be- 
g die 

sehr 
Luft- 


leben 3,144 mg Subst.: 9,355 mg CO,, 1,940 mg H,0O. 

’ . J isH,,0, (266) Ber. C 81,16 H 6,82 Gef. C 81,19 H 6,91. 
Die Zusammenfassung. 

nun 


1. Durch Dehydrierung von Equilin wurde reines Equilenin 
erhalten. 
2. Die Lage der Doppelbindung des Equilins wird diskutiert. 
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Uber Porphyrine bei klinischer Porphyrie. 
Von 


W. Hoerburger und H. Fink. 
Mit 3 Figuren im Text. 


{Aus der Landwirtschaftlich-Tierirztlichen Fakultét der Universitat Berlin 
und dem Institut fiir Gérungsgewerbe.] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1935.) 


Bei der Beobachtung yon menschlichen Porphyrien verstirkt f 


sich immer mehr das Interesse an der Frage, welche Porphyrine 


im Harn ausgeschieden werden, d. h. welcher Isomerenreihe f 


diese Farbstoffe angehéren. Nach den Untersuchungen Fischers’) 
am Falle ,,Petry“, dem ersten medizinisch und chemisch voll- 


stiindig durchstudierten Fall, bei dem Koproporphyrin und Uro- 


porphyrin der ersten Isomerenreihe festgestellt wurde, fand Hij- 
manns van den Bergh?) bei einem neuen Fall von kongenitaler 
Porphyrie im Urin Koproporphyrin III, ein Porphyrin also, dessen 


Konfiguration der des Blutfarbstoffes selbst entspricht. Seither | 


sind zahlreiche Untersuchungen verdffentlicht worden, wie von 
Allot*), Grotepass‘), Fischer und Duesberg), Schreus und 
Carrié®) u. a, in denen sowohl die Befunde Koproporphyrin | 


sowie Koproporphyrin III wiederholt und bestitigt werden konnten. | 
Es finden sich schon in der iilteren Literatur Angaben iiber Be- | 
funde, die es wahrscheinlich machen, daB bei einigen Fallen von | 
Porphyrie ein Uroporphyrin im Harn ausgeschieden wurde, welches | 


nicht identisch ist mit Uroporphyrin I. 


Diese Annahme stiitzt sich bei Ellinger und Riesser’, | 
Léffler’) und WeiB*) auf die Tatsache, daB die Schmelzpunkte | 
der isolierten Uroporphyrine von dem Schmelzpunkt des Uro- | 


phorphyrins I wesentlich abweichen; auch Fischer und Dues- 
berg fanden bei einem Fall von akuter Porphyrie ein Uropor- 


phyrin mit einem von Uroporphyrin I abweichenden Schmelzpunkt. | 





1) Diese Z. 137, 176 (1924). 2) Arch. Verdskrkh. 42, 302 (1928). 
8) Quart. J. Med. 19, 357 (1925/26). *) Diese Z. 205, 192 (1932). 
°) Arch. f. exper. Path. 166, 95 (1932). 

°) Klin. Wschr. 1934, 121, 134; 1933, 745. 

7) Diese Z. 98, 1 (1916/17). 8) Biochem. Z. 98, 105 (1919). 

*) Dtsch. Arch. klin. Med. 149, 268 (1925). 
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Uber Porphyrine bei klinischer Porphyrie. 


Dieses Porphyrin konnte durch Decarboxylierung in Kopropor- 
phyrin I tibergefiihrt werden. Waldenstrém, Fink und Hoer- 
burger’) konnten bei der Untersuchung mehrerer Uroporphyrine, 
die aus dem Urin von an akuter Porphyrie erkrankten Personen 
stammten, an Hand der p,,-Fluorescenzkurven unzweideutig zeigen, 
daB diese Uroporphyrine nicht identisch waren mit Uroporphyrin I. 
Die bisherigen Untersuchungen haben jedoch unsere Erkennt- 
nisse tiber die Porphyrie noch nicht weiter als bis zu gewiB ein- 
leuchtenden, durch das vorliegende Versuchsmaterial aber noch nicht 
beweisbaren Theorien geférdert. Eine sorgfiltige und weitgehende 
Bearbeitung méglichst aller erreichbaren Fille und eine genaue 
Registrierung der zusammengefaBten klinischen und chemischen 
Befunde wird unser Wissen iiber die Herkunft der Porphyrine im 
Organismus und das Wesen der Porphyrie erweitern kénnen. 
Wir hatten in der letzten Zeit Gelegenheit, uns an derartigen 
Untersuchungen zu beteiligen. Als besonders geeignet erwies sich 
auch hierbei die von Fink u. Hoerburger?) seinerzeit beschriebene 
Identifizierungsmethode mittels der p,,-Fluorescenzkurven. Da die 
Reinigung der Substanzen je nach den bei den Isolierungsmethoden 
auftretenden Verunreinigungen sich unter Umstanden sehr ver- 
lustreich gestalten kann, so bot die Identifizierung mittels der 
Py luorescenzkurven wesentlichen Vorteil schon dadurch, da8 sie 
mit Mengen von 0,5 mg und darunter ausgefiihrt werden kann. 


I, 

Wir konnten unsere Untersuchungen ausdehnen auf jenes 
seinerzeit von Grotepass im Harn eines an Bleivergiftung er- 
krankten Patienten gefundene Koproporphyrin III. Uber diesen 
Fall hat Grotepass’) bereits berichtet. Seiner Liebenswiirdigkeit 
verdanken wir eine Probe des Koproporphyrinesters, sowie Mutter- 
laugen des Krystallisats. Letztere wurden aufgearbeitet; durch 
vielfaches Umkrystallisieren konnten aus ihnen nochmals kleine 
Mengen des Esters gewonnen werden. Von beiden Fraktionen 
wurden die p,-Fluorescenzkurven aufgestellt. Mit der Identitiat 
dieser zwei Kurven mit der p,-Fluorescenzkurve des Kopropor- 


__ phyrins III konnten wir den Befund Grotepass bestitigen. (Fig. 1.) 


I. 
Koproporphyrin aus dem Harn von Kranken nach Salvarsan- 
behandlung. Es handelte sich hier um eine Probe eines Kopro- 


1) Diese Z. 233, 1 (1935). — *) Diese Z. 218, 181 (1933); 220, 123 (1933); 
225, 49 (1984); 282, 28 (1935). — 5) a.a. O. 
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porphyrinesters, der uns von Herrn Prof. Schreus (Hautklinik 
der medizinischen Akademie Diisseldorf) zur Untersuchung iiber- 
sandt worden war. Der Ester lag vor in Chloroformlésung und 
muBte befreit werden von einer immerhin bedeutenden Menge 
begleitender Farbstoffe. Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus 
Chloroform — Ather und Chloroform — Methylalkohol und 
Reinigung auch iiber das freie Porphyrin konnte 0,90 mg reiner 
Farbstoff erhalten werden. Der 
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Fig. 1. Fig. 2. 


Nadeln und erwies sich auf Grund seiner p,,-Fluorescenzkurve als 
identisch mit Koproporphyrin III (Fig. 2). 

Herr Prof. Schreus wird iiber unseren Befund seinerseits 
im Zusammenhang mit klinischen Fragen berichten. 


ITT. 
Fall. B. (St. Maria-Viktoria-Krankenhaus, Berlin; Prof. Maase). 


Uber den klinischen Befund wurde uns vom behandelnden Arzt folgen- 
des mitgeteilt: Schon seit 1931 unbestimmte Magenschmerzen; Schmerzen 
im Oberleib und Erbrechen nach dem Essen von Wurst, Fetten und sauren 
Dingen deuten auf schon damals bestehende Betriebsstérung der Leber. 
Sommer 1932 starke Schmerzen in den Beinen, damals drauBen Diagnose; 
Nerven-Rheumatismus. Pat. gab an, daB Haut ihrer Hinde gegen langeren 
Aufenthalt im Wasser empfindlich; bekommt dann schmerzhafte Risse. 

Zwei Tage vor der Einlieferung (25. 1. 35) traten unter hohem Fieber, 
Erbrechen und heftigen Leibschmerzen und AufstoBen, Schmerzen auf, die 
auf die Gallenblase bezogen wurden. Sie hat stets stark angehaltenen 
Stuhlgang und bei der Aufnahme vollkommenen Appetitmangel. 

Uber Besonderheiten bei der Urinausscheidung auBerte sie nichts, es 
konnte auch spaterhin nicht festgestellt werden, ob die Dunkelfirbung des 
Urins schon vor der Einlieferung bestanden hat. 
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Der Befund ergibt eine mittelgroBe Patientin von grazilem Kérperbau 


| mit einem im Verhiltnis zum Gesichtsschidel recht groBen Hirnschidel; mit 


einer lederartig braunpigmentierten Haut; das Gesicht ist unter starken 


| Schmerzen stark verzogen. Temperatur 38,1°, Puls 85 p. M., Zunge belegt, 


Zihne i. O., Rachen etwas gerétet, Herz von norm. GréBe, systol. Spitzen- 
geriusch, kein hebender SpitzenstoB, beschleunigte, regelmaBige Aktion, 


- Blutdruck 120/80 mm Hg., Lunge o. B., Leib ganz weich und eindriickbar, 
| diffus druckschmerzhaft, der Druckschmerz ist besonders stark unterhalb 


des Schwertfortsatzes und in der Gegend der Gallenblase. Der Schmerz 


_ wird als noch innerhalb des Brustkorbes liegend empfunden. Gallen- 


blase nicht zu fiihlen, der rechte Oberbauch tief eindriickbar, so dab 
als vorliufige Diagnose an eine Pleuritis diaphragmatica gedacht wird. 
Pupillen weit, reagieren gut auf L. und C., Nervensystem intakt. Pat. 
mu8 sehr laut aufstoBen und entleert wie bald festgestellt wird, einen tief 
dunkel-rot-braunen Urin von mittlerem spez. Gew. in geringerer Menge, 
als der Wasseraufnahme entspricht. Die Blutsenkung ist nach Abklingen 
des Fiebers nur méBig erhéht, der Stuhl gibt starke Blutreaktion und sieht 
sehr dunkel aus. Der Magensaft entbehrt aller Siure, Milchsiurereaktion +. 
Im Urin finden sich auBer Schleim und Leukocyten viel Epithelien und 
Bakterien. 

Zum Verlauf ist kurz zu bemerken, daB die Schmerzen im ganzen 
Leib auBerordentlich hartnickig waren und fast alle Spasmolytica wirkungs- 
los. Sehr gestérte Nachtruhe, dauernde Gewichtsschwankungen. Nach 
einiger Zeit blieben auch die Menses aus, vor ihrem zu erwartenden Ein- 
tritt besonders intensive Schmerzen im Unterleib. 

Als erstes Symptom verschwand dann nach langer Zeit das laute 
AufstoBen; zeitweise waren Perioden von hiufigem Erbrechen vorhanden. 
In den letzten Wochen ging die Pigmentierung im Gesicht und die Inten- 
sitit der Harnfarbe fast bis zum Normalen zuriick. Die beste Zeit ver- 
brachte die Patientin unter tiglichen Injektionen von CaCl, intravendés, 
nachdem sie allerdings auch lange Zeit, Dilaudid bekommen hatte. Doch 
glauben wir, einen gewissen Zusammenhang zwischen dem 
Riickgang der Harnfarbe und der CaCl,-Medikation mit Sicher- 
heit behaupten zu kénnen. 


Es standen uns etwa 4!/, Liter des dunkelrotbraunen Urins 
zur Verfiigung. Die Farbe des Harns ging nach dem Ansauern 
mit Kisessig in schwarzbraun iiber; eine Ausfallung trat erst nach 
langerem Stehen des essigsauren Harns auf, doch enthielt der 
braune Niederschlag kein Porphyrin. 

Die quantitative Bestimmung ergab auf Grund der Aus- 
wertung der Fluorescenzintensitét des salzsauren Extraktes einen 
Gehalt von etwa 450 y atherléslichem Porphyrin in 1000 ccm. 

Der essigsaure Harn wurde erschépfend mit Ather extrahiert. 
Die atherische Lésung war dunkelrotbraun gefarbt und zeigte 
intensives Phorphyrinspektrum. Nach dem Auswaschen wurde mit 
5°/,iger Salzsiure extrahiert, der salzsaure Auszug mit Natrium- 
acetat abgestumpft und erneut mit Ather ausgeschiittelt. Nach 
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mehrmaliger Wiederholung dieser Vorreinigung wurde das Por. 
phyrin aus der salzsauren Lisung ausgefallt, abfiltriert und mit 
Methylalkohol—Schwefelsiure verestert. Der Ester wurde schlieBlich 
durch wiederholtes Umkrystallisieren mit Chloroform—Ather und 
Chloroform—Methylalkohol gereinigt. Er krystallisierte in langen, 
diinnen, verfilzten Nadeln. 
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Fig. 3. 


Mit 1,48 mg des reinen Esters wurde die p,,-Fluorescenzkurve 
aufgestellt; sie ergab, wie aus Fig. 3 zu ersehen ist, die Iden- 
titit des Porphyrins mit Koproporphyrin I. Uroporphyrin konnte 
nur in sehr geringer Menge spektroskopisch festgestellt werden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft ist der eine 
von uns (W. H.) fiir ein Stipendium zu groBem Dank verpflichtet. 


Richtigstellung zu unserer IJ. Mitteilung ,,Beitrage 


zur Fluorescenz der Porphyrine“. 


Bei der Durchsicht unserer Ver6ffentlichung tiber die Fluorescenz der 
Porphyrine sind wir auf ein Versehen gestoBen, das wir hiermit richtig- 
stellen wollen. In unserer II. Mitteilung ,,Beitrige zur Fluorescenz der 
Porphyrine“ [Diese Z. 220, 123 (1933)} steht Seite 133: ,,Das Porphyrinanion 
ist verantwortlich fiir den ,sauren‘ Typ der Absorptions- und Emissions- 
spektren .... usw.“. Dafiir mu8 es natiirlich heiBen: ,,.... fiir den ,alka- 
lischen‘ Typ ....“. Sinngemé8 ist deshalb auch auf Seite 134 zu lesen: 
Das Porphyrinkation ist somit der Triger folgender Eigenschaften: Saurer 
Typ ....“ und nicht ,,alkalischer“ Typ. 

















Actiniasterin, ein neues Sterin des Tierreiches. 


Von 


E. Klenk und W. Diebold. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1935.) 


Im Laufe einer noch unveréffentlichten Untersuchung iiber 
das Fett von Seeanemonen (Anemonia sulcata) erhielt der eine 
yon uns vor einiger Zeit ein Sterin, das zwar dem Cholesterin 
auBerordentlich ihnlich war, sich aber von ihm deutlich unterschied 
durch die wesentlich héhere Jodzahl (nach Rosenmund und 
Kuhnhenn) und durch den um 12° héheren Schmelzpunkt des 
Acetats. Nach einer durch Materialmangel bedingten langeren 
Unterbrechung haben wir vor kurzem die Untersuchung wieder 
aufgenommen. Unsere Befunde*) sprechen dafiir, daB es sich um 
ein einheitliches Sterin von der Formel C,,H,,O handelt. Der 
Mindergehalt von 2H-Atomen gegeniiber Cholesterin C,,H,,O er- 
klart sich durch das Vorhandensein einer zweiten Doppelbindung. 
Wir schlagen fiir das neue Sterin, das offenbar mit keinem der 
bekannten, genauer charakterisierten Sterine identisch ist, den 
Namen Actiniasterin vor. 


Dorée') fand in einer Reihe von verschiedenen Seeanemonenarten 
Cholesterin; bei anderen Avertebraten erhielt er jedoch auch Sterine, deren 
Acetate etwa denselben Schmelzpunkt besaBen wie das Actiniasterin-acetat. 
Doch sollen hier nach Dorée Isomere des Cholesterins vorgelegen haben. 


Das Actiniasterin C,,H,,0 kénnte durch Dehydrierung des 
mit der Nahrung**) zugefiihrten Cholesterins C,,H,,O entstanden 





*) Da infolge Weggangs von Herrn Dr. W. Diebold die Untersuchung 
noch einmal unterbrochen werden muBte, erfolgt die Veréffentlichung jetzt 
schon, obgleich die Befunde in einigen Punkten noch der Ergiinzung 
bediirfen. E. Klenk. 

**) Die Seeanemonen sind Fleischfresser. In den Tentakeln fanden 
sich bei der Reinigung kleinere halbverdaute Crustaceen und kleinere Fische. 
Letztere enthalten als Vertebraten wohl zweifellos Cholesterin. 

1) Biochemic. J. 4, 72 (1909). 











’ it 
tt 

| & 
d 

| 

| 

; 


142 E. Klenk und W. Diebold, 


sein, so wie das von Bergmann’) isolierte Ostreasterin C,,H,.0 all 
der Muscheln sehr wahrscheinlich aus dem diesen Tieren mit der § 4, 
pflanzlichen Nahrung zugefiihrten Sitosterin C,,H,,O gebildet wird. — 1; 
S 

Darstellung des Actiniasterins. | 


Die verarbeiteten Seeanemonen (Anemonia sulcata) stammen 
zum kleineren Teil (etwa 1 kg frisches Material) aus dem deutsch- 
italienischen Institut fiir Meeresbiologie in Rovigno. Der Haupt- 1, 
teil (20—30 kg frisches Material) wurde im Herbst 1934 in der 
Bucht von Neapel waihrend eines Aufenthalts an der zoologischen 
Station gesammelt. Aus dem durch Einlegen in etwa dieselbe 
Menge Aceton konservierten Material wurden von dem Hauptteil 
durch Extraktion mit Aceton und Ather etwa 480 g eines dunkel- — b 
griin gefirbten, bei langerem Stehen teilweise erstarrenden Oles — * 
gewonnen. Aus diesem OI stellte man nach einer schon bei anderer ff 
Gelegenheit verwendeten Methode*) das Unverseifbare dar und 
léste es in wenig Aceton auf. Beim Abkiihlen auf 0° fiel das 
Actiniasterin aus. Es wurde noch aus Methylalkohol unter Ent- 
farbung mit Tierkohle umkrystallisiert. Aus 36 g des Ols wurden 
so 0,9 g Sterin erhalten. Die Substanz krystallisiert aus Methyl- fF ¢ 
alkohol in rhombischen Blattchen. Schmelzp. 145—146° Das 
Cholesterin schmilzt ebenfalls bei 145—146°% Aus den Mutter- — ° 
laugen lieBen sich noch weitere 0,4 g eines nur wenig niedriger 
schmelzenden Produkts (144—145°) gewinnen. Die Mischprobe 
mit Cholesterin zeigt keine deutliche Schmelzpunktsdepression. Die 
Reaktion von Salkowski und die von Liebermann-Burchard 
ist. positiv. 

4,897 mg Substanz*): 15,045 mg CO,, 5,060 mg H,0O. 

C,,H,O Ber. C 84,27 H 11,53 
C,,H,,0 ” », 33,86 5, 12,0 
Gef. ,, 83,8 » Sif. 


0,1190 g Subst. zu 5ccm in Chloroform gelést. Drehung im 2 dm- 
Rohr «a = — 2,025°. 
[a}}o = — 42,5°. 


Actiniasterin-acetat. 
Dasselbe entsteht beim 2 stiindigen Erhitzen des Sterins mit 
iiberschiissigem Essigsiureanhydrid auf 100°. Die nach dem Ab- 
kiithlen auskrystallisierte Substanz wird abgesaugt und mit Methyl- 


*) Die Substanz wurde nur bei Zimmertemperatur, nicht bei 100° ge- 
trocknet. Vielleicht war dies der Grund fiir den etwas zu niedrigen C-Wert. 
*) J. of Biol. Chem. 104, 553 (1934). 5) Diese Z. 221, 263 (1933). 
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H,,0 ' alkohol ausgewaschen. Aus 0,2 g des Sterins erhalt man so 0,17 g | 
it der ' der Acetylverbindung. Schmelzp. 126—126,5°. Beim wiederholten 
wird, Umkrystallisieren aus Methylalkohol und Essigester bleibt der 
| Schmelzpunkt unverindert. Das Cholesterin-acetat schmilzt 
bei 114,5°. | 





a © 4,374 mg Subst.: 13,055 mg CO,, 4,350 mg H,0. 
itsch- 0,0912, 0,0592 g Substanz verbrauchen bei der Verseifung 2,14, 
aupt- 1,40 cem n/10-alkoholische KOH [nach Sandqvist und Bengtsson‘)]. 
1 der C.oH,40, Ber. C 81,61  H 10,88 Aquivalentgewicht 426,4 
chen §— CooHisOs » 5 91,84 ,, 11,29 o 428,4 
selbe § Gef. ,, 81,4 » 11,1 is 426, 423. 
ptteil Nach dem durch Verseifung ermittelten Aquivalentgewicht muB als 
nkel- [ bewiesen gelten, daB das neue Sterin dieselbe Kohlenstoffzahl wie Chole- 
Oles sterin besitzt. 
Jerer Die beiden Doppelbindungen nehmen bei der Titration mit Pyridin- 
sulfatdibromid nach Rosenmund und Kuhnhenn nicht die theoretisch 
und §  erforderliche Menge von Brom auf*). 
das f 37,2, 33,6 mg Subst.: 2,43, 2,27 ccm n/10-Br-Loésung. 
Ent- | C,,H,,0, (2 Doppelbindungen) ber. Jodz. 119; gef. 83, 86. 
rden Dagegen kénnen die beiden Doppelbindungen mit Benzoepersiure er- 
thyl- § fa8t werden. 
Das 99,2 und 99,0 mg Subst. verbrauchten nach 20 und 40 Stunden 6,7 
tter- — und 7,0 mg Sauerstoff, entsprechend 1,81 und 1,90 Atomen Sauerstoff fiir 
rj 1 Molekiil Actiniasterin-acetat. 
iger 
=. : Tetrahydro-actiniasterin-acetat. 
1€ ‘ , ° : 
aed 0,24 g Acetat wurden in 5 ccm reinstem EHisessig gelést und 
mit 0,1 g Platinkatalysator (Platinoxyd nach Adams) unter Er- 
warmen 11 Stunden hydriert. Nach Zugabe von weiteren 0,05 g 
des Katalysators wurde die Hydrierung nochmals ebensolange 
fortgesetzt. Man filtrierte die noch warme Lésung, destillierte 
den Kisessig im Vakuum weg und krystallisierte den Riickstand 
ond *) Auch das freie Sterin gibt nach dieser Methode eine zu niedrige 
Jodzahl. 
43,0, 37,7, 58,6, 42,4 mg Subst.: 3,09, 2,76, 4,22, 3,04 cem n/10-Br- 
Losung. 
+t C,,H,,0 (2 Doppelbindungen) ‘Ber. Jodzahl 132,1 
1b Gef. » 91, 98, 91, 91. 


Bei einem anderen Priparat wurden allerdings etwas héhere Werte 
yl- fF erhalten. 

" 49,7, 18,7 mg Subst.: 4,285, 1,70 ccm n/10-Br-Liésung. 
se Gef. Jodz. 109, 115. 


*) Ber. chem. Ges. 64, 2171 (1931). 
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aus Methylalkohol um. 0,16 g. Schmelzp. 120° (unscharf). — 
Glinzende, langgestreckte Blittchen. Die Salkowskische Reak. 
tion war negativ. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° im Hochvakuum iiber P,0, 
getrocknet. 


4,869 mg Subst.: 14,460 mg CO,, 5,110 mg H,O. — 0,0712 g Subst. 
verbrauchten bei der Verseifung 1,65 ccm n/10-alkoholische Kalilauge. 


C,,H;,0, Ber. C 80,86 H 11,71 Aquivalentgewicht 430,4 
Gef. ,, 81,0 » a i 432. 


Tetrahydro-actiniasterin. 


Das bei der oben durchgefiihrten Bestimmung des Aquivalent- 
gewichtes der hydrierten Acetylverbindung anfallende, freie hydrierte 
Sterin wurde aus Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 139 
bis 140° f-Cholestanol schmilzt bei 141—142°, 


Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° im Hochvakuum iiber P,O, 
getrocknet. 
3,668 mg Subst.: 11,220 mg CO,, 4,060 mg H,0O. 
C,,H,,0 Ber. C 83,42 H 12,46 
Gef. ,, 83,4 yy 12,4. 


Der Notgemeinschaft danken wir fiir die bereitgestellten Mittel, 
ebenso Herrn Professor R. Dohrn, Zoologische Station, Neapel, fiir das 
freundliche Entgegenkommen bei der Beschaffung des Ausgangsmaterials. 
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Fir die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen : 





Diese Z. =: Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir Physio- 
logische Chemie. 
a Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 
ittel, Arch. f. exper. Path. == [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
das mentelle Pathologie und Pharmakologie. 
‘ials. Ber. chem. Ges. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
selischaft. 
Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 
Biochem. Z, == Biochemische Zeitschrift. 
Biochemie. J. == Biochemical Journal. 
Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 
Bull. Soc. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 
Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. 
C.r. Acad. Sci. = Comptes Rendus Hebdomadaires des Séancesa 
de l’Académie des Sciences. 
Helvet. chim. Acta == Helvetica Chimica Acta. 
J. Amer. Chem. Soc, == Journal American Chemical Society. 
J. of Biochem. == Journal of Biochemistry. 
J. of Biol. Chem. == Journal of Biological Coiauaicy, 
J. of Physiol. == Journal of Physiology. 
J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 
Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 
Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 
Mh. Chem. == Monatshefte fiir Chemie. 
Naturw. == Die Naturwissenschaften. 
Pfliigers Arch. =: Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 
Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
Z. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 
Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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Kiirschners Deutscher 
Gelehrten - Kalender 1935. 


Herausgegeben von ‘Dr: 'Gerhard Lidtke. ‘Finfte Ausgabe. 
Oktav,: XI Seiten .und 2154 Spalten. Geb. RM. 32.— 


Die neue Ausgabe des ;,Deutgchen Gelehrten-Kalenders“ enthalt etwa 16000 
Namen und ist.dem neuesten Stand angepaBt worden; sie bildet mit der 
Ausgabe von 1931 eine Einhéit. Um den Preis des Werkes erschwinglich zu 
gestalten, ist im neuen Batide die Anftihrung der-Schriften unterblieben, ‘die 
die Gelehrten vor dem Jahre 1931 verfaBt und. veréffentlicht haben. Wer 
sich also dariiber unterrichten will, mu6B die Ausgabe von 1931 zur Hand 
nehmen. Damit nhun*beide Bande zusammen benutzt werden ‘kénnen, haben 
wir den Ladenpreis der Ausgabe von 1931 auf RM. 30.— ‘erméBigt (friiher 
RM, 60.—). Wer die Ausgabe 1931 nicht besitzt, hat fiir beide Bande zu- 
sammen fhicht mehr auszugeben, als der urspriingliche Ladenpreis fiir den 


altéren Band bétrug. 


Alle. Personalangaben tiber die Gelehrten sind aber in dié neue Ausgabe auf- 
genommen ‘worden, so da& also in dieser Beziehung der neue Band fiir sich 
benutzt werdén kann. Alle Nebenlisten: Schriftwerkrecht, Verleger, Toten- 
liste, Festkalender usw. wurden ebenfalls mit aufgenommen. 


Prospekt mit Probeseiten kostenlos 


Walter de Gruyter « Co., Berlin W 35, Woyrschstrae 43 
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MINERVA 


JAHRBUC H:- pore GELEHRTEN WELT 


an von Dr. GERHARD LODTKE 
° ” Lelting Dr. FRIEDRICH RICHTER 


31. Jahrgang 1933 








4. Abteilung : . 

Forsch institute - Observatorien - Bibliotheken - Archive 
? attliche Kommissionen und Gesellschiaften © =~ 
BAND 1: A—L, Xil,. 1163 Seiten. RM. 32.—. BAND Il: M—Z und 
Register, IV, 1408 Seiten, RM. 36.— 


Diese <0 aig gr alle wissensch. Instifute, 0% nicht 
-ehranstalten 





L Es wurde gy alt dar gelegt, 
das érial aus allen Landern zu sac nang verv 
stane “und auf den neuesten Sunde zu bringen. 


2. Abteilung: 
Universitaten und. Fachhochschulen. XX, 1978 Seiten. 1934. 
Gebunden RM..52.— 


Jede Abteilung ist einzeln kauflich 
_Malter de Gruyter & Co., Berlin W 35, Woyrschstrake 43 














Wseigenpreise nach Tarif 3. — Verantwortieh far den Anzeigenteil: Kurt Dittrich, Berlin 
inted = Germany v. W.g. wet Metzger & Wittig, Leipzig 
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